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VOORWOORD 
Het is een goed gebruik allen te danken die aan de tot-
standkoming van een proefschrift hebben meegewerkt. 
Het promotiereglement van de Katholieke Universiteit staat 
mij helaas niet toe om vanaf deze plaats mijn erkentelijk-
heid te betuigen aan hen onder wiens direkte leiding dit 
projekt gereed kwam. Research doen, zoals dat voor deze 
dissertatie gedaan is, kan alleen in teamverband. Langs 
deze weg dank ik dan ook allen die in de loop der jaren op 
een of andere wijze hebben bijgedragen aan de totstandko-
ming van dit proefschrift. 
Enkele namen wil ik noemen: 
Kees van den Kieboom bracht mij de eerste beginselen bij 
van het microbiologisch werk en gedurende het gehele onder-
zoek stond hij ons met raad en daad terzijde. Tevens hielp 
hij bij de vervaardiging van de tekeningen. 
Peter Camp leerde ons om te gaan met de pH-staat cultures, 
voerde talloze analyses uit en tekende de nodige figuren. 
Henk Franken analyseerde talloze monsters met behulp van de 
isotachofoor. 
Jan Lukassen was behulpzaam bij de practische uitvoering 
van vele experimenten. 
Marianne van den Boogaard zorgde voor een goede uitvoering 
van het typewerk, zodat het proefschrift thans leesbaar voor 
ons ligt. 
P. Boer corrigeerde het nederlands. 
De afdeling fotografie droeg zorg voor de hulp bij de af-
beeldingen. 
De heer Reckers vervaardigde de figuren uit hoofdstuk 2. 
Louis Hofman hielp bij het samenstellen van de literatuur-
lijst. 
Door het feit dat ik slechts part-time werkzaam was in het 
laboratorium bleek het noodzakelijk mij te ondersteunen met 
mankracht om de continuïteit van het onderzoek te waarbor-
gen. De stagiaires van het Dr. Struycken instituut, te weten 
Jos, Eric, Maria, Irene en Sigrid, hebben dit op voortref-
felijke wijze gedaan. 
Het combineren van banen is niet ideaal, daar is inmiddels 
tol voor betaald. Vanaf deze plaats wil ik dan ook de mede-
werkers van de afdeling Volledige Prothese en Maxillo Facia-
le Prothetiek danken voor het vele werk dat zij mij uit han-
den namen. 
Het proefschrift was er uiteraard niet geweest zonder tand-
plaque en speeksel. Daarom is ook een woord van erkentelijk-
heid op z'n plaats voor de "speekselleveranciers" uit het 
laboratorium, en de "tandplaqueproducenten" de dames; Corine 
van Laarhoven, Rosil Schi3ns-Seroo, Hanneke Janssen-Schraven 
en Wilma Jans. 
José Weyers dank ik voor de geweldige steun, kracht en in-
spiratie die zij mi] gegeven heeft om dit werk te voltooien. 
Tot slot wil ik mijn ouders danken voor de vele inspanningen 
die zij zich gedurende mijn opleidingsjaren (zowel op school 
als later) getroost hebben om mij mede te vormen tot dat wat 
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HET ECOSYSTEEM TANDPLAQUE 
1.1 Historisch overzicht 
Tandplaque kan het best omschreven worden als de witte aan-
slag op de tanden en kiezen. Reeds in 1683 schreef Antonie 
van Leeuwenhoek in zijn beroemde brief aan de Royal Society 
in Londen dat hij "levende dierkens" had waargenomen in het 
moeilijk verwijderbare witte materiaal op de tanden en kie-
zen. Hiermee was van Leeuwenhoek de ontdekker van de 
(plaque)bacteriën. Het duurde echter nog tot het eind van de 
19e eeuw voor een relatie werd gelegd tussen de bacteriën in 
de mond en het ontstaan van cariës. De toen geformuleerde 
theorieën gelden in grote lijnen nu nog. Miller bestudeerde 
de tandplaque, omdat hij was geïnteresseerd in het ontstaan 
van cariës. In 1889 publiceerde hij zijn boek "Die Mikroor-
ganismen der Mundhöhle", waarin hij zijn chemo-parasitaire 
21 theorie lanceerde. Uitgangspunt van deze cariëstheone was 
dat de bacteriën uit het speeksel in staat zijn om suikers 
tot zuur te vergisten. Miller legde een verband tussen de 
aantasting van het glazuur en de zuurproductie door de mond-
bacteriën. In 1898 werd door Black de term tandplaque geïn-
2 22 
troduceerd. Hij en Williams gaven voor het eerst aan dat 
het de tandplaquebacteriën - en niet de bacteriën in het 
speeksel - waren die een belangrijke rol speelden bij het 
ontstaan van cariës. Het definitieve bewijs hiervoor werd 
echter pas in 1955 geleverd door Orland. Hij toonde aan dat 
kiemvrije ratten pas cariës kregen nadat de dieren werden 
beent met cariësverwekkende bacteriën. König (1965) en 
Guggenheim voerden voor het eerst experimenten uit met be-
1 
trekking tot de vraag in hoeverre interacties tussen bacte-
riën in de tandplaque van invloed zijn op het ontstaan van 
caries. 
1.2 De tandplaquemicro-organismen 
14 Tandplaque bestaat voor 70 % uit bacteriën. Het overige 
deel van de plaque wordt gevormd door macromoleculaire be-
standdelen uit het speeksel en door bacteriële exopolysacha-
riden. Deze extracellulaire polysachariden vormen de matrix 
voor de plaque. In de tandplaque bevinden zich tevens resten 
van epitheelcellen, granulocyten en voedsel. De samenstel-
ling van de tandplaquemicroflora varieert als gevolg van 
veranderingen in de milieu-omstandigheden. Hiertoe rekent 
men bijvoorbeeld de speekselsamenstelllng, de hoeveelheid 
beschikbaar substraat, O.-spanning, de plaats op de tand en 


















































uitgedrukt als percentage van de totale viable count on-
der anaerobe omstandigheden. 
Tabel 1.1: Gemiddelde samenstelling van de approximale 
tandplaqueflora (Bowden, 1978) 
2 
Tabel 1.1 geeft een overzicht van de gemiddelde samenstel-
4 
ling van de plaqueflora op approximale vlakken. In aantal 
zijn streptococcus- en actinomycessoorten de belangrijkste 
tandplaquemicro-organismen. Deze soorten vindt men door-
gaans in alle monsters. In fissuren treft men echter wat 
meer Streptococcen aan, terwijl approximaal juist het aantal 
actinomyceten hoger is. 
1.3 Tandplaque als microbieel ecosysteem 
De tandplaque moet worden beschouwd als een open ecosy-
20 steem. Dat wil zeggen dat er enerzijds een toevoer is van 
voor de bacteriële groei noodzakelijke voedingsstoffen, ter-
wijl anderzijds bacteriën en afvalstoffen het systeem verla-
ten. De bacteriën in de tandplaque worden beïnvloed door een 
aantal factoren. Deze factoren, de zogenaamde ecologische 
determinanten, bepalen de samenstelling van de plaque en 
beïnvloeden het systeem van binnenuit of van buitenaf. Een 
overzicht van de diverse ecologische determinanten wordt ge-
geven in afbeelding 1.1. 
1.3.1 De substraten 
De belangrijkste voedingsstoffen voor de groei van bacteriën 
zijn suikers en aminozuren. In de mond zijn deze substraten 
doorgaans in macromoleculaire vorm als polysachariden, ei-
witten of glycoproteïnen aanwezig. Voordat de micro-organis-
men deze substraten kunnen gebruiken, dienen ze eerst door 
bacteriële enzymen afgebroken te worden. Potentiële bronnen 
16 19 
voor deze substraten zijn, ' het speeksel, de crevicu-
laire vloeistof, het voedsel van de gastheer en van het 
slijmvlies afkomstige epitheelcellen. 
3 

























1.3.2 De gastheerfactoren 
Alleen de bacteriën die zich aan een oppervlak kunnen hech-
ten, zijn in staat in de mond te overleven. De passage van 
speeksel (ca. 800 ml per dag), voedsel en drinken is groot, 
terwijl het vloeistofvolume in de mond relatief klein is (± 
1 ml). Dit betekent dat bacteriën zich tientallen malen per 
uur zouden moeten delen om in de mond te kunnen overleven 
12 
zonder te hechten. Geen enkele bacterie kan zich zo snel 
delen. Voor aan een oppervlak gehechte micro-organismen 
4 
geldt echter dat ze zich in het milieu kunnen handhaven zo-
lang hun delingssnelheid groter is dan of teraninste gelijk 
is aan de snelheid waarmee cellen van het oppervlak loslaten 
g 
en afsterven. Gehechte cellen kunnen dus met een veel lage-
re delingssnelheid volstaan. 
Mechanische factoren bepalen vermoedelijk voor een groot 
deel de snelheid waarmee cellen van het tandoppervlak losla-
ten. De voornaamste rol van de immunologische afweer in de 
mond is waarschijnlijk te verhinderen dat bacteriën het 
weefsel van de gastheer binnendringen. Het lactoperoxidase-
systeem, waarschijnlijk de belangrijkste factor van de niet-
immunologische afweer, beschermt het gastheerepitheel tegen 
het door de mondflora geproduceerde H.O-. 
1.3.3 Microbiële interacties 
De micro-organismen in de tandplaque kunnen elkaar beïnvloe-
den. Zo kan er competitie plaatsvinden om substraat, maar 
bacteriën zijn ook in staat om toxische eiwitten (bacterio-
cines) te produceren, die andere bacteriesoorten doden. Be-
halve deze antagonistische interacties is er ook commensa-
lisme. Dit betekent dat twee micro-organismen beide voordeel 
ondervinden van hun onderlinge interactie. Zo gebruikt 
Veillonella alcalescens het melkzuur dat geproduceerd wordt 
12 
door Streptococcus mutans. Naast deze vormen van interac-
tie is er ook nog interbacteriële hechting, al of niet via 
extracellulaire polysachariden. Interbacteriële hechting en 
exopolysachariden spelen waarschijnlijk een voorname rol bij 
het in stand houden van de structurele integriteit van de 
tandplaque. 
1.3.4 Milieufactoren 
Verschillende milieufactoren kunnen de samenstelling van de 
plaqueflora beïnvloeden. Zo wordt bacteriegroei selectief 
geremd door pH-dalingen in de plaque. Deze kunnen echter 
veroorzaakt worden door plaque-bacteriën die koolhydraten 
5 
uit net voedsel van de gastheer omzetten in zuren. 
Ook de CO,- en 0,-spanning spelen een belangrijke rol bi^ de 
samenstelling van de plaquetlora. Zo komen er in de tand-
plaque bacteriën voor, die alleen groeien onder zuurstofarpe 
condities. Aan deze voorwaarde wordt voldaan in de diej?re 
plaquflagen. Dit blinkt onder andere door de torcane vn¡. Vît 
aantal strikt anaeroben Ьіт het ouder worder •-•a'1 de tjr.d-
piaque. 
Tot de milieufactoren rekent mer. verder neg mechanische in­
vloeden van buiten, zoals bijvoorbeeld tandenpoetsen en kau­
wen. 
1.4 De rol van het speeksel als substraat 
Zoals a] eerder is opgemerkt in dit hoofdstuk, zijn de sub­
straten voor de groei van tandplaquemicro-organismen afkr>m-
stig uit het voedsel van de gastheer of uit excreten van de 
gastheer zoals het speeksel en de creviculaire vloeistof of 
losgelaten epitheelcellen. Over de relatieve bijdrage van 
deze potentiële substraatbronnen aan de groei is weinig of 
niets bekend. Tot nu toe heeft het onderzoek zich toege-
spitst op het gebruik van koolhydraten uit het voedsel van 
de gastheer door de tandplaquemicroflora, omdat de hiermee 
gepaard gaande zuurproductie verantwoordelijk is voor het 
ontstaan van cariës. Gezien de geproduceerde hoeveelheid en 
de beschikbaarheid ervan lijkt speeksel het belangrijkste 
endogene substraat voor de supragingivale tandplaque. Voor 
subgingivale tandplaque is creviculaire vloeistof waar-
schijnlijk de belangrijkste substraatbron. Het verschil in 
substraatbronnen tussen de beide ecosystemen (sub- en supra-
gingivale tandplaque) , komt ook tot uiting in de verschil-
lende samenstelling van de microflora's. Deze verschillen in 
samenstelling worden groter bij tandvleesontstekingen, een 
proces waarbij de stroom van creviculaire vloeistof toe-
neemt. In afbeelding 1.2 is het hypothetisch verloop van de 
gradiënten van de verschillende substraten in het gebied van 
de sulcus weergegeven. 
6 
Afbeelding 1.2: Het hypothetisch verloop van verschillende 
gradiënten in de tandplaque. 
de tand ι substralen uil substraten uil substraten 
| speeksel en uit sulcus- scheidmgs uit speeksel 
1 voedsel
 0 vloeistof producten en voedsel O? 
In dit proefschrift zal voornamelijk worden ingegaan op de 
rol van speeksel als substraat voor de supragingivale tand­
plaque. Naar de rol van het speeksel als substraat voor ora­
le micro-organismen is relatief weinig onderzoek gedaan. Wel 
zijn er door diverse onderzoekers aanwijzingen gevonden dat 
bepaalde tandplaquemicro-organismen gebruik maken van be-
6 7 
standdelen uit het speeksel. Zo vonden Cowman е.a. ' dat 
orale Streptococcen in staat zijn bepaalde speekseleiwitten 
18 
te gebruiken als stikstofbron en Leach toonde aan dat som­
mige orale bacteriën in staat zijn om koolhydraten vri] te 
maken uit speekselglycoproteïnen. Bij apen die gevoed werden 
via een maagsonde, werd plaqueaccumulatie waargenomen. Deze 
onderzoekingen doen vermoeden dat speeksel een belangrijke 
substraatbron voor orale micro-organismen zou kunnen zijn. 
Een verdere aanwijzing werd gevonden door Beckers die fun-
damenteel onderzoek verrichtte naar de groeisnelheid van 
Streptococcen en actinomyceten bij het begin van de plaque-
7 
vorming op de gebitselementen van ratten. H13 vond dat de 
initiële groeisnelheid van S. mutans en A. viscosus in vas-
tende dieren hetzelfde was als die in dieren die gevoed wer-
den met een 10 % suikerdieet. Afbeelding 1.3 laat de groei 
zien van A. viscosus NY1 op de kiezen van ratten. 
Afbeelding 1.3: De groeisnelheid van A. viscosus Nyl op 
molaren in gnotobiotische ratten. 
0
 0= groeisnelheid in de vastende dieren. 
• ·= groeisnelheid in dieren gevoed met 
10 % sucrosedieet. 
hechting 
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Het onderzoek van Beckers e.a. leidde tot de hypothese dat 
speeksel een volledig groeimedium moest zijn voor mondbac-
tenën. Het doel van het in dit proefschrift beschreven 
onderzoek was deze hypothese te bevestigen en in vitro aan 
8 
te tonen dat speeksel een volledig groeimedium is voor de 
dominante micro-organismen uit de supragingivale tandplaque. 
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Alle zoogdieren bezitten klieren die een secreet afscheiden 
naar de mondholte. Deze vloeistof wordt speeksel genoemd. 
Bij de mens en de hogere zoogdieren treft men de speeksel-
klieren dubbelzijdig aan. De grootte van de verschillende 
klieren is nauw gerelateerd aan het type voedsel dat gecon-
sumeerd wordt. 
Herbivoren met een koolhydraatrijk dieet bezitten een grote 
gianduia parotis, terwijl bij carnivoren deze klier juist 
klein blijft. Bij Omnivoren zoals de rat, de muis en de 
mens zijn de glandulae parotis en submandibularis ongeveer 
even groot. Niet alleen varieert per species de grootte van 
de speekselklieren, maar ook de speekselsamenstelling. 
Bij de mens wordt het speeksel uitgescheiden door een aan-
tal verschillende typen speekselklieren. Drie paar grote 
klieren: de glandulae parotis, de glandulae submandibula-
ris, de glandulae sublingualis en een aantal kleinere speek-
selklieren die door de mond verspreid liggen in het mond-
slijmvlies. 
2.1.1 De speekselsamenstelling 
ledere klier secreteert zijn eigen soort speeksel. De visco-
siteit van het geproduceerde speeksel blijkt bijvoorbeeld 
af te hangen van het percentage mucine-producerende cellen 
in de klier. De gianduia parotis is een sereuze klier en se-
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Tabel 2.1: Overzicht van de samenstelling van parotis (PAR), subroandibularis (SM) en gemengd 
speeksel bij stimulatie (door 2 % citroenzuur) en onder ongestimuleerde omstandig­
heden (Roukema, 1984) . 
laris is ten dele sereus en ten dele muceus, terwijl de sub-
lingualis en de meeste accessoire klieren muceus speeksel 
produceren. Men maakt het onderscheid sereus of muceus op 
basis van histologische preparaten uit de klierafvoergangen. 
Ieder type cel heeft zo een specifiek sereus of muceus se-
cretieprodukt. 
De relatieve viscositeit van de uitscheidingsprodukten van 
de glándulas parotis, submandibularis en -lingualis hangt 
direkt samen met het gehalte aan mucines. Na citroenzuur-
stimulatie zijn bijvoorbeeld dan ook waarden gevonden van 
1,5, 3,4 en 13,4. De viscositeit van het speeksel blijkt 
evenredig te zijn met het percentage mucine producerende 
cellen in deze speekselklieren. 
Tabel 2.1 geeft een overzicht van de verschillende speek-
selcomponenten (organische en anorganische) uit de diverse 
speekselklieren. Tot de anorganische componenten van het 
speeksel rekent men: natrium, kalium, calcium, magnesium, 
fosfaat, chloride, bicarbonaat en opgelost kooldioxide. Ook 
treft men in zeer geringe hoeveelheden fluoride aan (0,ΟΙ­
Ο,05 ppm) . Naast de in de tabel 2.1 genoemde organische en 
anorganische bestanddelen, zijn sporen aanwezig van elemen­
ten als ijzer, koper, kobalt, broom en jodium. 
Vergelijkt men in tabel 2.1 de serumsamenstelling met die 
van het speeksel, dan valt op dat de К -concentratie in het 
speeksel is gestegen en dat de Na -concentratie is gedaald. 
De stijging van de К -concentratie kan vermoedelijk ver­
klaard worden door het feit dat er aanwijzingen zijn, dat 
het К tijdens de passage door de afvoergang van de speek-
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selklier, aan het speeksel wordt toegevoegd. Daling van 
de Na -concentratie is het gevolg van resorptie in de af­
voergang. Bij lagere secretiesnelheden is de К -concentra­
tie relatief hoog. 
Het Cl en HCO, zijn de belangrijkste anionen in het speek­
sel. De HCO,-concentratie varieert sterk met de secretie­
snelheid. Hier zal bij de bespreking van de bufferwerking 
13 
van het speeksel dieper op worden ingegaan. De exacte samen-
stelling van het speeksel is niet precies aan te geven, om-
24 
dat deze niet op ieder moment van de dag hetzelfde is. Af-
beelding 2.1 laat de Na -concentratie zien in het gemengde 
speeksel van 6én proefpersoon, per etmaal en gedurende 7 da-
23 gen. 
Afbeelding 2.1: De variatie van de Na -concentratie in het 
gemengde speeksel van één proefpersoon, per 
etmaal, gedurende 7 dagen (naar Dawes, 
1974). 
Na(meq/I) 
Niet alleen de samenstelling van het speeksel varieert, 
maar ook de secretiesnelheid. Gedurende de slaap, wordt 
bijna geen speeksel geproduceerd, terwijl bij stimulatie 
(door mechanische, chemische of psychische prikkels) de pro-
ductie aanmerkelijk toeneemt. Doordat er resorptie en toe-
voeging van ionen plaatsvindt in de afvoergangen van de 
klieren, wordt de samenstelling van het speeksel mede be-
paald door de secretiesnelheid. Hoe groter deze is, hoe min-
der resorptie en opname van ionen er plaatsvindt. Naast de 
verschillen in speekselsamenstelling en secretiesnelheid, 
varieert ook de bijdrage aan de totale speekselproductie 
per klier. Tabel 2.2 laat de procentuele bijdrage zien van 
de verschillende klieren aan de totale speekselproductie. 
14 
Opvallend hierbij is de toename van het aandeel van de gian-
duia parotis en de afname van de gianduia submandlbularis 




















Tabel 2.2: Procentuele bijdrage van de verschillende speek-


































weergegeven in mg/l. 
Tabel 2.3: Gemiddelde eiwitsamenstelling van het speeksel 
('s Gravenmade, 1983). 
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Zoals tabel 2.1 laat zien, bevat het speeksel zowel organi-
sche als anorganische componenten. De organische bestandde-
len die men in het speeksel kan aantreffen zijn: eiwitten, 
glycoproteïnen, koolhydraten, lipiden, ureum, aminozuren en 
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andere organische zuren. Tabel 2.3 geeft een overzicht 
van de gemiddelde eiwitsamenstelling van het speeksel (in 
mg/l) . 
Behalve de in tabel 2.3 genoemde enzymen amylase en lyso-
zym, treft men in het speeksel ook nog het enzym lactoperox-
idase aan, evenals glycosidases, fosfatases, esterases en 
enolases. Het lysozyro en het lactoperoxidase spelen een rol 
bij de antibacteriële activiteit van het speeksel, op het 
werkingsmechanisme hiervan wordt verderop ingegaan. Daar-
naast vormt het lactoperoxidase-systeem waarschijnlijk een 
bescherming van de gastheer tegen het door bacteriën gepro-
duceerde H-0-. Het amylase speelt een rol bij de spijsver-
tering. Vanwege hun bijzondere betekenis voor het in dit 
proefschrift beschreven onderzoek zullen de speekselglyco-
proteïnen afzonderlijk worden besproken. 
2.2 De eigenschappen van het speeksel 
Als mondvloeistof heeft het speeksel verschillende eigen-
schappen. Het bevochtigt het mondslijmvlies en het heeft 
een smerende werking bij processen als spreken, kauwen en 
slikken. Het speelt ook een rol bij de spijsvertering en 
het remineralisatieproces van het glazuur. Daarnaast heeft 
het een bufferwerking en vertoont het antibacteriële activi-
teit. 
2.2.1 De spijsvertering 
De spijsvertering begint al in de mond na het opnemen van 
voedsel. Al naar gelang de aard van het voedsel heeft het 
speeksel een wisselende samenstelling. Bij droog voedsel ge-
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ven de speekselklieren bijvoorbeeld veel water en mucines 
af om een betere emulsie van de voedselbrokken te krijgen. 
Het speeksel bevat veel α-amylase, dat zetmeel afbreekt 
door verbreking van de α (1-4) glycosidische bindingen. Het 
zetmeel wordt daardoor omgezet in kleine oligosachariden, 
fi 2 die weer afgebroken kunnen worden tot maltose en glucose. 
Het maltose kan door maltase verder worden afgebroken tot 
glucose. Er bestaat ook nog een ander type amylase, het zo­
genaamde S-amylase dat niet in het speeksel voorkomt, maar 
58 dat door de pancreas wordt uitgescheiden. Dit hydroly-
seert zetmeel tot maltose, waarbij opgemerkt dient te wor­
den dat het ß-amylase alleen inwerkt op de resten aan het 
niet-reducerende eind van het molucule. De optimum pH voor 
α-amylase is 7. Dit is de gemiddelde pH van het speeksel. 
De slijmvliezen in de mond zijn bedekt met een laag mucines 
uit het speeksel: dit voorkomt uitdroging ervan. De mucines 
spelen verder een belangrijke rol als smeermiddel bij pro­
cessen als spreken en slikken. 
2.2.2 De bufferwerking 
Zoals eerder is opgemerkt in dit hoofdstuk, is de gemiddel­
de pH van het speeksel 7. Om grote pH-veranderingen - bij­
voorbeeld tijdens en na de opname van voedsel - tegen te 
gaan, heeft het speeksel een bufferwerking. Het speeksel be­
vat hiertoe twee buffersystemen, namelijk het bicarbonaat-
systeem dat werkzaam is in het pH-gebied van 5,9 tot 6,9 ën 
het fosfaatsysteem dat het pH-gebied van 6,7-7,7 bestrijkt. 
De speekseleiwitten en aminozuren spelen bij de bufferwer-
king nauwelijks een rol doordat de concentratie ervan te 
laag is. Bovendien ligt de bufferwerking ervan beneden 
pH 5. De werking van het bicarbonaatsysteem berust op de 
volgende reactie: 
HCO" + н + ^  н 2со 3 i=t н2о + co 2 + . 
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Het H.CO, dat zich in het speeksel bevindt, is afkomstig 
uit het bloedplasma en heeft een redelijk constante concen­
tratie. In de speekselklier wordt het H.CO, door het enzym 
koolzuuranhydrase, omgezet in HCO, en H . De HCO,-ionen ko-
+ 
men in het speeksel terecht. De H -ionen niet, doordat zij 
waarschijnlijk worden uitgewisseld tegen Na -ionen. 
Met behulp van de formule van Henderson en Hasselbalch kan 
de pH van het speeksel berekend worden: 
[HCO3 D 
pH = pK + log 
[н2со3] 
К is de dissociatieconstante. In rusttoestand is de pH van 
het speeksel ongeveer gelijk aan de pK-waarde van het bicar-
bonaatsysteem (pK = 6,4). 
Bij stimulatie van de speekselsecretie wordt door het kool­
zuuranhydrase extra bicarbonaat gevormd dat in het speeksel 
terecht komt. Doordat de concentratie van het H_CO, con­
stant blijft, terwijl de HCO,-ionenconcentratie sterk 
stijgt, zal de pH van het speeksel bij stimulatie van de se­
cretie stijgen. De werking van het fosfaatbuffersysteem be­
rust op de volgende reactie: 
H2PO~ •=: H
+
 + HPO^~. 
De pK-waarde van deze reactie is 7,2. 
Het fosfaatbuffersysteem draagt maar weinig bij tot de tota­
le buffercapaciteit van het speeksel, doordat de concentra­
tie fosfaationen veel geringer is dan die van het HCO,. 
2.2.3 De antibacteriële activiteit 
De mond is een porte d'entrée voor micro-organismen. Niet 
alleen komen er bacteriën met het voedsel op deze wijze het 
lichaam binnen, maar ook door zoenen, "aanhoesten" en inha-
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leren is dit mogelijk. Om te voorkomen dat pathogène micro-
organismen via de mond het individu infecteren, is ook op 
deze plaats het lichaam voorzien van een afweersysteem. Het 
speeksel vertoont antibacteriële activiteit. Samengevat 
komt de antibacteriële werking neer op vier systemen, te we-
ten: lysozym, lactoferrine, het lactoperoxidase-systeem en 
het secretoir Immunoglobuline A (s-IgA). Daarnaast speelt 
de kolonisatieresistentie van de mondflora een belangrijke 
rol bij de afweer tegen binnendringende micro-organismen. 
2.2.3.1 Het lysozym 
Lysozym is een enzym dat in het speeksel voorkomt en dat in 
staat is om de celwand van een bacterie af te breken door 
hydrolyse van de binding tussen N-acetylmuraminezuur en 
N-acetylglucosamine in het peptidoglycaan van de celwand. 
Dit heeft tot gevolg dat de celwand zodanig wordt verzwakt 
dat de cel lyseert. 
2.2.3.2 Het lactoferrine 
Lactoferrine is een eiwit dat in staat is om ijzer te bin-
den. De functie ervan is niet geheel duidelijk. Het kan die-
nen om de opname van ijzerionen in de darmen te vergemakke-
lijken, maar het kan ook zijn dat door binding van ijzer, 
de bacteriële groei geremd wordt. 
2.2.3.3 Het lactoperoxidase-systeem 
Lactoperoxidase is een enzym dat thiocyanaat (SCN ) oxi-
deert tot hypothiocyaniet met behulp van H_0_ volgens reac-
tie (a). Lactoperoxidase wordt samen met SCN door de speek-
selklieren uitgescheiden. Het enzym komt behalve in speek-
sel ook voor in melk, hieraan heeft het zijn naam te dan-
ken. 
19 
SCN + H 20 2 —>- OSCN + H20 (а) 
lactoperoxidase 
Deze oxidatie van SCN- vindt plaats met H.,0,. ' Dit 
H_0, wordt geproduceerd door de mondflora, onder andere 
door orale Streptococcen met behulp van het enzym NADH-oxi-
dase volgens de volgende reactie (b): 
O- + NADH + H+—»- NAD+ + H-O, (b) 
NADH-oxidase 
Er kan alleen H.O, gevormd worden als er voldoende zuurstof 
en koolhydraten, nodig voor de productie van NADH, aanwezig 
zijn. 
Hypothiocyaniet werkt remmend op de glycolyse van de mond­
flora, doordat het bepaalde bacteriële enzymen uit de glyco-
lyse inactiveert (c): 
suIhydryIgroepen 
OSCN + \ van bacteriële \ —•- SCN + inactieve enzymen (c) 
enzymen 
Doordat het OSCN de bacteriële glycolyse remt, wordt ook 
de productie van NADH en daarmee die van H-O, geremd. De 
fysiologische betekenis van het lactoperoxidase-systeem is 
waarschijnlijk de bescherming van het slijmvliesepitheel te-
gen het door de mondflora geproduceerde H-O,. Het gevormde 
OSCN is minder toxisch voor de epitheelcellen dan het 
H-0-. Daarnaast vertraagt het hypothiocyaniet bovendien, 
door de remming van de glycolyse, de verdere productie van 
н 2о 2. 
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2.2.3.4 Het secretoir Immunoglobuline A 
Het zou te ver voeren uitgebreid in te gaan op de immunolo-
gische afweer in de mond. Als wij ons beperken tot het 
speeksel dan is de voornaamste immunologische component die 
we daarin aantreffen, het secretoir Immunoglobuline A 
13 (s-IgA). De werking van het s-IgA berust onder andere op 
het vermogen om zich aan micro-organismen te binden, waar-
door deze niet meer in staat zijn om te hechten, zodat ze 
langs mechanische weg afgevoerd worden naar de maag. 
2.2.4 Overige interacties tussen het speeksel en de tand-
plaguemicroflora 
Naast de eerder beschreven antibacteriele activiteit van 
het speeksel, bestaan er nog verschillende andere interac-
ties tussen het speeksel en de tandplaquemicroflora. De be-
kendste zijn waarschijnlijk de agglutinatie van micro-orga-
nismen onder invloed van het speeksel en de hechting van 
bacteriën aan met speekseleiwitten en glycoproteïnen be-
dekte oppervlakken zoals de tanden. Deze interacties vallen 
echter buiten het kader van dit proefschrift. Voor een re-
cent overzicht van de hierover bekende gegevens wordt verwe-
zen naar: Molecular Basis of Oral Microbial Adhesion 
(1985). Eds. S.E. Mergenhagen and B. Rosan. ASM Washington. 
Een interactie tussen de tandplaquebacteriën en het speek-
sel waar we nu onze aandacht op zullen richten is de af-
braak van speekseleiwitten en -glycoproteïnen in de tand-
plaque. Voordat aan het eind van dit hoofdstuk verder inge-
gaan wordt op de hierover in de literatuur bekende gegevens, 
zullen eerst de speekselglycoproteïnen beschreven worden. 
2.3 De glycoproteïnen in het speeksel 
Tabel 2.3 laat zien dat glycoproteïnen een belangrijk be-
2fi 
standdeel vormen van het speeksel. Glycoproteïnen bestaan 
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in het algemeen uit een eiwitketen, waaraan oligosacharide-
zijketens zijn gekoppeld. Deze zijketens kunnen lang zijn 
en tientallen eenheden bevatten, maar kunnen ook bestaan 
uit slechts ëên suikerresidu. Soms zijn er in het molecule 
maar een paar oligosacharide-zijketens aanwezig, in andere 
gevallen zoals bij de mucines treft men vele zijketens aan 
die ook nog geconcentreerd zijn in bepaalde delen van de ei-
witketen. De oligosacharide-zijketens kunnen op twee manie-
ren verbonden zijn met de eiwitketen: 
1. door middel van een N-glycosidische binding tussen N-ace-
tylglucosamine en de amidogroep van asparagine. 
2. door middel van een O-glycosidische bindingen tussen 
N-acetylgalactosamine en de hydroxylgroep van serine of 
threonine. 
In het speeksel vindt men beide typen van glycoproteïnen. 
Bij slijmvliesglycoproteïnen (mucines) zijn de koolhydraat-
ketens vooral O-glycosidisch, door middel van de N-acetyl-
galactosaminyl-serine-(threonine)-binding aan de eiwitketen 
gekoppeld. Bij plasmaglycoproteïnen vindt men daarentegen 
dat de koolhydraatzijketens doorgaans N-glycosidisch, via 
de N-acetylglucosaminyl-asparaginebinding aan de eiwitke-
tens zijn gekoppeld. Typisch voor N-glycosidisch gebonden 
zijketens is de aanwezigheid van mannose. In het proline-
rijke glycoproteïne uit de gianduia parotis, een sereuze 
klier, is de N-acetylglucosaminyl-asparaginebinding aange-
53 9 toond, ' terwijl in de mucines uit de glandulae submandi-
bularis en -lingualis de koolhydraatzijketens aan threonine 
en serine zijn gekoppeld. 
In het algemeen kunnen de volgende koolhydraten in glycopro-
teïnen worden aangetroffen: D-mannose, D-galactose, D-glu-
cose, N-acetyl-D-glucosamine, N-acetyl-D-galactosamine, 
L-Fucose en Siaalzuur (Neuraminezuur). Deze suikers kunnen 
in verschillende volgorde aanwezig zijn, bovendien kunnen 
de zijketens al of niet vertakt zijn. Op de structuur van 
de oligosacharide-zijketens zal verder worden ingegaan bij 
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de bespreking van de afzonderlijke glycoproteïnen van de 
glandulae parotis, sublingualis en -mandibularis. 
2.3.1 De glycoproteïnen van de gianduia parotis 
Hoewel de gianduia parotis een sereuze klier is, secreteert 
deze toch grote hoeveelheden glycoproteïnen. De hoeveelheid 
koolhydraat, gebonden in glycoproteïnen, die door de paro-
tis wordt uitgescheiden, is zelfs groter dan de hoeveelheid 
koolhydraat in het secreet van de glandulae submandibularis 
en -lingualis. In tabel 2.4 wordt een overzicht gegeven van 
42 de m parotisspeeksel gevonden glycoproteïnen. 
Kationisch glycoproteïne (prolinerijk parotis glycopro-
teïne) 
Secretoir IgA 




Calciumprecipiteerbaar phosphoproteïne (CaPP) 
Anionische glycoproteïnen 
α-zuur glycoproteïne 
Tabel 2.4: Overzicht van de glycoproteïnen in het speeksel 
van de gianduia parotis (Mandel, 1965) . 
Het kationisch glycoproteïne uit de gianduia parotis wordt 
ook wel het prolinerijk parotisglycoproteïne genoemd 
(PRGP) . Het is één van de voornaamste bestanddelen van 
parotisspeeksel en bevat ongeveer 25 % van het totale eiwit 
en 75 % van het koolhydraat. Het glycoproteïne heeft een 
molecuulgewicht van 36.500 Dalton en bevat en eiwitkern van 
g 
ongeveer 20.000 Dalton met zes koolhydraatzi^ketens. De 
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structuur van dit glycoproteïne is grotendeels opgehelderd 
en wordt verderop besproken. 
Het secretoir IgA in het speeksel is een complexer mole-
cule, dat samengesteld is uit 4 zware en 4 lichte ketens, 
een J-keten en het secretoire deel. Het secretoire deel 
wordt in een later stadium van de synthese van het s-IgA, 
aan het reeds complete IgA toegevoegd. Het grootste deel 
van het in het speeksel aanwezige IgA is voorzien van het 
secretoire deel. Het secretoire deel wordt zowel afzonder-
lijk (echter in kleine hoeveelheden) als gekoppeld aan het 
IgA uitgescheiden. Het is een glycoproteïne dat ongeveer 
12 % koolhydraat bevat en een molecuulgewicht heeft van 
75.000 Dalton. ' IgG en IgM komen in lage concentraties 
ook in parotisspeeksel voor. Het IgM is gedeeltelijk, maar 
duidelijk minder dan het IgA, gekoppeld aan het secretoire 
deel. Het aanwezige IgG is waarschijnlijk identiek aan het 
IgG uit het serum. 
Zoals blijkt uit tabel 2.3, is α-amylase kwantitatief het 
belangrijkste enzym in het speeksel en vormt het ongeveer 
30 % van het totale eiwitgehalte. α-Amylase wordt voorname­
lijk uitgescheiden door de gianduia parotis (tabel 2.3) . 
Het enzym (al,4-glucan 4-glucano hydrolase) splitst zetmeel 
en verwante verbindingen en is het enige belangrijke spijs­
verteringsenzym dat in de mond wordt uitgescheiden. Amylase 
komt in het speeksel voor als een familie van iso-enzymen, 
waarschijnlijk afkomstig van één gemeenschappelijke voor-
ganger, waarin een geglycosyleerde en een niet-geglycosy-
leerde tak worden onderscheiden. Voor een overzicht van dit 
complexe geheel wordt verwezen naar Arglebe: Biochemistry 
of human saliva. 
De functie van het lactoferrine is reeds eerder besproken. 
Het lactoferrine heeft een molecuulgewicht van 77.000 
Dalton en bevat ongeveer 9,5 % koolhydraat. 
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Kallikreîne is een peptidyl-peptidehydrolase. Het splitst 
van bepaalde eiwitten peptiden met een hormoonachtige wer-
king af: bradykinine en kallidine. Het speekselkallikreïne 
produceert voornamelijk kallidine, een dekapeptide. Kalli-
dine werkt als bloedvatverwijder en bevordert de doorbloe-
ding van de speekselklier tijdens het secretieproces. Er 
komen twee types kallikreîne voor in het speeksel; kalli-
kreîne A en В. Het type A bevat 5,6 % koolhydraat, het type 
B, 11,5 %.3 
Het calciumprecipiteerbare phosphoproteïne, is een glyco-
proteïne dat een hoge affiniteit heeft voor Ca en hydroxy-
apatiet. Het is een zure (pi 4,4) anionische verbinding met 
een voor een glycoproteïne laag molecuulgewicht (12.000 
Dalton). De voornaamste aminozuren die men er in aantreft 
zijn: serine, glycine en glutamine, de belangrijkste sui-
kers, neutrale hexoses. Het totale koolhydraatgehalte is 
2+ 
laag (5 %) . Het vermogen om Ca te binden berust waar-
schijnlijk op de aanwezigheid van 0,85 % fosfor, als fos-
faatgroepen, in het glycoproteïne. In het parotisspeeksel 
komen verder een aantal anionische glycoproteïnen voor, die 
ook en meestal in hogere concentraties in submandibularis 
en sublinguaal speeksel worden gevonden. Het α-zuur glyco­
proteïne is een serum glycoproteïne dat in lagere concen-
traties "doorlekt" naar het parotis speeksel. 
2.3.1.1 De structuur van het prolinerijk glycoproteïne uit 
de gianduia parotis 
Het prolinerijke glycoproteïne (PRGP) van humaan parotis-
speeksel heeft een molecuulgewicht van 36.000 Dalton en be-
staat uit zes of zeven repeterend voorkomende glycopep-
9 
tiden. Het PRGP bevat 40 % koolhydraat dat via N-glycosi-
dische bindingen tussen N-acetylglucosamine en asparagine 
aan de eiwitketen is gekoppeld. Afbeelding 2.2 laat de 
aminozuurvolgorde van het repeterend glycopeptide zien. 
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In de posities 2, 4, 5 en 20 kunnen verschillende amino-
zuren voorkomen. Dit zou kunnen wijzen op de kleine ver-
schillen in aminozuursajnenstelling tussen de zeven domeinen 
van de peptideketen. 
Afbeelding 2.2: Door Porchet e.a. vastgestelde aminozuur-
volgorde in het glycoproteïne uit het PRGP 
(Porchet, 1983). 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 Ю 11 12 13 14 15 18 17 1β 1Θ 20 
Qly - Pro Pro - Pro Gly Pro Pro Pro Gm Qly Gly Aan Qkl - Sor Qln - Ûiy - Pro Pro Pro (ArgJ Gly Oly 
Lyl Qlu (Oh) Qjn 
Opvallend zijn het grote aantal proline- en glycineresi-
duen. Per peptide is slechts één asparagine aanwezig, op po-
sitie 12, waaraan de oligoaacharide-zijketen is gebonden. 
De N-gebonden oligosacharide-zijketens worden alle gesyn-
thetiseerd door de - en bloc - overdracht van 6én type voor-
gevormd oligosacharide, dat aan het lipide dolichol is ge-
koppeld, naar een asparagineresidu van de eiwitketen. De 
structuur van dit oligosacharide is weergegeven in afbeel-
ding 2.3. Na koppeling aan de peptideketen, worden de glu-
coseresten en soms ook een aantal mannoseresiduen door spe-
cifieke enzymen van het oligosacharide afgesplitst. Soms 
worden hierna weer andere suikers, zoals fucose, siaalzuur, 
galactose en N-acetylglucosamine aan het oligosacharide ge-
koppeld. 
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Boersma e.a. (1983) en Reddy e.a. (1982) hebben de struc-
tuur van de oligosacharide-zijketens van het PRGP uit de 
gianduia parotis onderzocht. Boersma e.a. onderscheiden 
twee basisstructuren voor de oligosacharide-zijketens: een 
2-armig en een 3-annig oligosacharide van het zogenaamde 
complexe type. Reddy e.a. spreken over een 3-armig oligo-
sacharide van het complexe type. De door Reddy e.a. voor-
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Afbeelding 2.3: Structuur van het aan dolichol gekoppeld 
oligosacharide, voordat dit aan het aspara-
gine verbonden wordt (Kornfeld, 1982). 
*Man 
-"•«ia \ 
Man — - Man Man GIcNAc -GIcNAC—. Ρ Ρ — . DOLICHOL 
"12 f / S M / J U 
Glc — - Glc — - Glc — - Man — - Man—-Man 
a\2 ÍM3 о-іэ ί π ζ αΐ2 
a i a 
Afbeelding 2.4: Structuur van de oligosacharide-zijketens 
van het prolinerijke glycoprotelne uit de 
gianduia parotis (Reddy e.a., 1982). 
Siaal zuur 
« 2 3 
B14 
a t 3 
27 
gestelde structuur is weergegeven in afbeelding 2.4. Het 
gehalte aan siaalzuur en fucose is variabel, waarschijnlijk 
bevat maar de helft van de zijketens siaalzuur. Het voorko­
men van zowel 2-armige als З-аггоіде structuren kan mogelij­
kerwijs worden verklaard door het effect van stimulatie van 
de speekselsecretie op de afbouw van de zijketens. Het 
variabele gehalte aan siaalzuur en fucose, tezamen met het 
voorkomen van 2-armige of 3-armige zijketens zou een goede 
verklaring kunnen vormen voor het waargenomen heterogene ka­
rakter van het PRPG uit het parotis. 
2.3.2 De glycoprotelnen uit de glandulae submandibularis en 
-lingualis 
De belangrijkste glycoprotelnen in het door de gianduia sub­
mandibularis en -lingualis geproduceerde speeksel, zijn de 
mucines. Ook worden, in lage concentraties, dezelfde glyco­
protelnen aangetroffen die voorkomen in het speeksel uit de 
gianduia parotis. Verder zijn in het submandibulair en -lin-
guaal speeksel nog verschillende fosfaatgroepen bevattende 
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- anionische - glycoprotelnen geïdentificeerd. De best 
gekarakteriseerde van deze groep glycoprotelnen is het 
g 
Ca-precipiteerbare phosphoproteïne (CaPP). Ditzelfde glyco-
proteïne treft men ook aan in het speeksel uit de gianduia 
parotis (tabel 2.4). In deze paragraaf zal verder alleen 
worden ingegaan op de mucines. De mucines bevatten meer dan 
de helft van de niet-dialyseerbare koolhydraten en het 
grootste deel van het siaalzuur uit het door de glandulae 
submandibularis en -lingualis geproduceerde speeksel. Ver-
der bepalen ze door hun variabele bouw in belangrijke mate 
de Theologische eigenschappen van het speeksel. 
2.3.3 De bouw van de mucines 
Mucines kunnen worden gedefinieerd als glycoprotelnen die 
30 tot 90 % koolhydraat bevatten en waarvan de koolhydraat-
28 
eiwitbindingen voornamelijk bestaan uit O-glycosidische bin-
dingen tussen N-acetylgalactosamine en threonine of serine. 
Ze hebben vaak hoge tot zeer hoge molecuulgewichten, varië-
rend van 10 -10 Dalton. 
Afbeelding 2.5A laat een schematische weergave zien van een 
deel van de eiwitketen van een glycoproteïne dat omgeven is 
door oligosacharide-zijketens (dit is een zogenaamd geglyco-
lyseerd peptide, ook wel T-domein genoemd). In een mucine 
worden deze geglycolyseerde stukken eiwitketen vaak onder-
broken door stukken eiwitketen, waaraan géén koolhydraten 
gekoppeld zijn (de zogenaarade "naakte" peptiden). Afbeel-
ding 2.5B toont een voorbeeld van een humaan cervix raucus-
glycoproteïne. In de totale eiwitketen zijn verschillende 
geglycolyseerde stukken aanwezig, dit zijn de zogenaamde 
"T-domeinen". Tussen de "T-domeinen" bevinden zich de "naak-
te" peptiden. Een eiwitketen van 4 of 5 van deze "T-domei-
nen" vormt een sub-unit van een mucinemolecule. De sub-
units zijn in humaan cervix mucus glycoproteïne, evenals in 
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vele andere mucines verbonden door disulfide bruggen. In 
de "T-domeinen" van de sub-units is de eiwitketen gestrekt 
door de vele elkaar afstotende negatief geladen N-acetyl-
neuraminezuur (= siaalzuur) en sulfaatgroepen op de oligo-
sacharide-zijketens. Deze "T-domeinen" zijn gestrekt en 
niet erg flexibel. De "naakte" delen van de peptideketen 
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zijn waarschijnlijk wel beweeglijk. De grote afmetingen 
van de mucinemoleculen en de interacties tussen de "T-domei-
nen" onderling door middel van ionbruggen, bepalen waar-
schijnlijk voor een belangrijk deel de viscositeit van het 
Ь 1 6 3 
speeksel. 
De O-glycosidisch gebonden oligosacharide-zijketens van de 
mucines zijn te verdelen in twee groepen, in beide groepen 
is N-acetylgalactosamine gekoppeld aan serine of threonine 
uit de eiwitketen. Deze groepen zijn: 
ketens waarvan de kern is opgebouwd uit repeterende een­
heden van het disacharide GalactoseBI,3-N-acetylgalac-
tosamine (Galßl-3GalNAc) en 
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Afbeelding 2.5: In afbeelding 2.5A is een deel van de ei-
witketen van een mucine weergegeven, met de 
daaraan gekoppelde oligosacharide-zijke-
tens, omgeven door een waterlaag. Afbeel-
ding 2.5B is de weergave van de voorgestel-
de structuur van cervix mucines; geglycoly-
seerde delen van de eiwitketen (de zgn. 
T-domeinen) zijn onderling verbonden door 
gebieden zonder oligosacharide-zijketens. 
Een eiwitketen met 4 of 5 van deze T-domei-
nen vormt een sub-unit van een mucine. De 
sub-units kunnen onderling weer verbonden 
zijn door disulfidebruggen (Carlstedt, 
1983) . 
'NAAKT PEPTIDE" 
afb. 2.5A afb. 2.5B 
ketens die daarnaast nog één of meer zijtakken bevatten, 
bestaande uit eenheden van Galactose-N-acetylglucosamine 
(Gal-GlcNAc). 
De O-glycosidisch gebonden zijketens van de mucines verto-
nen binnen deze groepen een grote variatie in lengte en sa-
menstelling. Alleen al de lengte van de oligosacharide-zij-
ketens kan variëren van 1 tot 20 eenheden. Dit verschil in 
samenstelling wordt onder andere veroorzaakt door het feit 
dat de O-gebonden oligosacharide-zijketens niet afkomstig 
zijn van één gemeenschappelijke aan een lipide gekoppelde 
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voorganger (zoals bij de N-gebonden oligosacharide-zij-
ketens), maar doordat ze worden gesynthetiseerd via het 
rechtstreeks koppelen van suikers aan de eiwitketen. Ver-
schillende enzymen die bij de opbouw van O-gebonden oligo-
sacharide-zijketens zijn betrokken (de zogenaamde glycosyl-
transferases), zijn geheel of gedeeltelijk geïsoleerd en ge-
zuiverd. Voorbeelden van dergelijke enzymen zijn: een poly-
peptide α-Ν-acetylgalactosaminyltransferase (I) ; N-acetyl-
galactosaminide ßl,3 galactosyltransferase (II); een N-ace-
tylgalactosaminide a2,6 sialyltransferase (III); en B-Galac-
tosideo2,3sialyltransferase (IV); ßgalactoside al,2 fucosyl-
transferase (V); al,2 fucosylgalatoside al,3 N-acetylgalac-
tosaminyltransferase (VI) en en N-acetyl glucosaminyltrans-
ferase. In afbeelding 2.6 is het door Beyer e.a. voorgestel-
de schema weergegeven, voor de biosynthese van de oligo-
sacharide-zijketens van bloedgroep A -varkens submandibu-
lair mucine (produkt i) . ' In het reactieschema zijn de 
in de tekst genoemde enzymen met nummers aangegeven. Behal-
ve de bloedgroepreactieve verbinding (i), worden in dit mu-
cine ook de produkten (u) en (h) aangetroffen. Deze Produk-
ten ontstaan door competitie van twee enzymen om één accep-
tor-substraat. Bijvoorbeeld: enzym II en III kunnen beide 
reageren met produkt (t) . Als enzym III het eerst reageert 
en produkt (u) is ontstaan, kan enzym II niet meer reage-
ren, zodat de keten niet verder wordt verlengd. Als enzym 
II het eerst reageert en produkt (a) is ontstaan, kan enzym 
III daarentegen nog wel reageren zodat de zijketen verder 
kan worden uitgebouwd. Op deze wijze kunnen verschillende 
typen zijketens ontstaan. Soramige enzymen zoals VI zijn ver-
der in staat vertakkingen te vormen aan de oligosacharide-
zijketens. Mannose komt in de oligosacharide-zijketens van 
mucines niet of slechts in zeer geringe hoeveelheden voor. 
Siaalzuur en fucose zijn de meest voorkomende groepen in 
eindpositie, maar ook andere suikers zoals N-acetylgalac-
tosamine en N-acetylglucosamine kunnen in deze positie 
voorkomen, daarnaast worden aan galactose of N-acetylglu-
cosamine gebonden sulfaatgroepen aangetroffen. 
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Afbeelding 2.6: Voorgesteld reactieschema voor de biosyn-
these van de oligosacharide-zijketens van 
bloedgroep A varkens submandibulair mucine 
(Beyer e.a., 1982). De reacties die met een 
onderbroken pijl zijn aangegeven, verlopen 
niet. Als de reactie is weergegeven met een 
gearceerde onderbreking, dan verloopt de 
reactie waarschijnlijk te langzaam om in 






(0 | I 
Gal/ït—3GalNAcrJThr/S»r 
Gal/ l l -3, 
NeiiAca2-6 
Fucab2Qal/)l-3 




2.3.3.1 Mucines uit humaan submandibulair en -linguaal 
speeksel 
De isolatie en zuivering van mucines uit humaan submandibu­
lair en -linguaal speeksel is erg moeilijk. Een van de rede­
nen hiervoor is dat het moeilijk is om speeksel uit deze 
klieren te verzamelen. Bovendien produceert de gianduia sub­
lingualis maar kleine hoeveelheden speeksel (tabel 2.2). 
Een andere factor is de geringe beweeglijkheid van de muci­
nes op Polyacrylamide gels, veroorzaakt door hun hoge mole­
cuulgewicht. Het feit dat onderzoekers verschillend mate­
riaal als uitgangspunt hebben gebruikt, bijvoorbeeld sub-
linguaal speeksel, gemengd sublinguaal en -mandibulair 
speeksel van gezonde en zieke personen of door biopsie ver-
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kregen klierweefsel, maakt een directe vergelijking van de 
diverse analyseresultaten haast onmogelijk. 
Rolla en medewerkers zijn er als eersten in geslaagd het 
belangrijkste mucine uit sublinguaal speeksel te isoleren. 
Zij vonden een glycoproteïne met een molecuulgewicht van 
ongeveer 560.000 Dalton en een pi van ± 2 . De voornaamste 
aminozuren waren asparagine en glutaminezuur met daarnaast 
serine en threonine. Het glycoproteïne bestond voor onge-
veer 50 % uit koolhydraat, met daarin de neutrale suikers 
fucose, glucosamine, galactosamine en siaalzuur. Sulfaat 
werd niet bepaald in het gezuiverde materiaal. 
Roukema en Nieuw-Amerongen hebben in 1979 een overzicht 
gegeven van de samenstelling van de belangrijkste mucines 
uit de glandulae submandibularis, -lingualis en palatinae. 
Opvallend was dat het eiwitgehalte (16,4 %) in het sub-
linguaal mucinepreparaat van Roukema e.a. , veel lager was 
dan het eiwitgehalte (45-61 %) in het preparaat van Rölla 
en medewerkers. Tabel 2.5 laat de aminozuursamenstel-
ling van een aantal mucinepreparaten zien: (i) het prepa-
raat van Roukema e.a. uit sublinguale klieren, (ii) het sub-
linguaal glycoproteïne geïsoleerd door Sonju en Rölla en 
(iii) een uit palatinale klieren afkomstig preparaat. Hoe-
wel de aminozuursamenstelling van de drie preparaten in het 
algemeen vergelijkbaar is, valt het hoge asparaginezuurge-
halte in het preparaat van Sonju en Rölla op. Dit geldt ook 
voor het cysteïnegehalte in het preparaat afkomstig uit de 
palatinale klieren. 
De voornaamste aminozuren in alle drie de preparaten zijn: 
threonine, serine, proline, glycine, alanine, glutamine-
zuur, leucine, valine en asparaginezuur. 
Een koolhydraatanalyse van een aantal mucinepreparaten is 
te zien in tabel 2.6. Opvallend is dat het preparaat af-




aminozuren sublinguaal sublinguale palatinaal 
speeksel klier secreet 
(mol/100 mol) Sonju en Oemrawsingh Hensten-
Rölla, 1971 en Roukema, Pettersen 






































































Tabel 2.5: Aminozuursamenstelling van een door verschil-
lende onderzoekers gezuiverd mucine afkomstig 
uit verschillende klieren (Roukema, 1979) . 
Ook is te zien dat de koolhydraatsamenstelling van het voor-
naamste glycoprotelne uit de gianduia submandibularis aan-
zienlijk varieert. Deze variatie is gedeeltelijk gecorre-
leerd met de bloedgroep van de donoren. In de submandibu-
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bron 
koolhydraat submandi- submandi- sublinguale 
bulair bulaire klieren 
speeksel klieren 
(g/100 g) Baig Oemrawsingh Roukema 






























Tabel 2.6: Koolhydraatsamenstelling van glycoproteïnen af-
komstig uit submandibulair speeksel en uit sub-
mandibulaire en -linguale klieren (Roukema, 
1979) . 
laire glycoproteïnes werden verder sulfaatgehaltes waargeno-
men die varieerden van 1,4 tot 1,7 %, waaruit geconcludeerd 
mag worden dat een deel van de suikers gesulfateerd is. Voor 
een verdere bespreking van deze mucines wordt verwezen naar 
het overzicht van Roukema en Nieuw-Amerongen. 
40 Onlangs hebben Levine e.a., twee chemisch verschillende 
glycoproteïnen geïsoleerd uit humaan submandibulair en sub-
linguaal speeksel. Een overzicht van de eigenschappen van 
deze twee door Levine e.a. geïsoleerde mucine glycopro-
teïnes (het zogenaamde MG1 en MG2) is te zien in tabel 
2.7 40 
Opvallend tussen deze glycoproteïnen is het verschil in 
grootte, sulfaatgehalte, het aantal zijketens en de lengte 
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Vergelijking van het MGI en het MG2 











































Tabel 2.7: Overzicht van de eigenschappen van het MG. en 
het MG2 (Levine, 1985) . 
van de oligosacharide-ketens. Tabel 2.8 laat de chemische 
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analyse van het gezuiverde MG2 zien. Door de aanwezigheid 
van (een kleine hoeveelheid) mannose kan het niet worden 
uitgesloten dat dit mucine ook N-gebonden oligosacharide-
zijketens bevat. De belangrijkste aminozuren uit het mucine 
zijn: threonine, serine, proline en alanine. Behalve man-
nose komen alle koolhydraten die in een glycoproteïne aan-
wezig kunnen zijn, in aanzienlijke hoeveelheden voor. 
Reddy e.a. (1985) hebben de oligosacharide-zijketens van 
54 het MG2 verder gekarakteriseerd. Er werden een zevental 
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componenten van het MG2 

















































Tabel 2.8: Overzicht van de chemische samenstelling van het 
gezuiverde MG2 (Prakobphol, 1982). 
verschillende typen zijketens gevonden, waarvan van zes de 









Tabel 2.9: Structuur van de oligosacharide-zijketens van 
het MG2 (Reddy, 19Θ5). 
ketens varieerde van een disacharide tot een heptasacha-
ride. Van de aangetroffen oligosacharide-zijketens bestond 
80 % uit ëën van de drie volgende structuren: 
Galßl ,3GalNAc,· Fucal, 2Galßl, 3GalNAc en NeuAca2 , 3Galßl, 3-
GalNAc. Daarnaast werden nog twee andere neutrale en twee 
siaalzuurbevattende oligosachariden gevonden. Een overzicht 
van de zes opgehelderde structuren is weergegeven in tabel 
2.9. 
2.4 De afbraak van speeksel door de plaqueflora 
2.4.1. De afbraak van speekselglycoprotelnen 
Om speeksel als substraat voor de groei te kunnen gebruiken 
moeten de eiwitten en glycoproteïnen eerst worden afgebro-
ken tot kleine eenheden, die door de bacteriële cel kunnen 
worden opgenomen. Al in de zestiger jaren werd door Leach 
e.a. aangetoond dat de suikers uit glycoproteïnen door de 
plaquemicroflora worden vrijgemaakt en gemetaboliseerd. 
De in vergelijking met speeksel hoge concentraties vrije 
aminozuren in plaque, ' ontstaan waarschijnlijk groten-
32 deels door bacteriële hydrolyse van speekseleiwitten. 
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Door Aronson en de Duve is fundamenteel onderzoek gedaan 
naar de afbraak van glycoproteïnen in lysozomen. Zij vonden 
dat glycoproteïnen uit de gianduia submandibularis van scha-
pen in een bepaalde volgorde worden afgebroken. Eerst wordt 
het siaalzuur verwijderd, daarna het N-acetylgalactosamine. 
Tevens vonden zij dat de afbraak van de eiwitketen pas be-
gon nadat ongeveer 50 % van de koolhydraten was verwijderd. 
Na afbraak van 80 % van de totale hoeveelheid koolhydraat, 
is nog slechts 30 % van de proteïneketen gehydrolyseerd. 
Mogelijke oorzaken hiervan zijn: 
de ruimtelijke structuur van het molecule 
de specifieke samenstelling van de proteïneketens die 
erg veel proline, glycine, serine en threonine bevat-
4. 4 9 
ten 
Bij de afbraak van glycoproteïnen zijn een aantal specifie-
4 
ke enzymen betrokken. Zo bevatten lysozomen onder andere 
de enzymen B-aspartylglucosylamineamidohydrolase en seryl-
a-N-acetylgalactosaminidase. Het eerstgenoemde enzym ver-
breekt de verbinding tussen asparagine en N-acetyl-0-glu-
cosamine, terwijl het tweede enzym verantwoordelijk is voor 
de verbreking van de binding tussen N-acetyl-a-galactose-
41 
amine en serine of threonine. Afbeelding 2.7 geeft sche-
matisch de afbraakvolgorde door lysosomale enzymen van een 
hypothetisch glycoproteïne weer. De galactose hydroxyly-
sine-binding treft men aan in collageen en niet in speek-
selglycoproteïnen. 
Naar het mechanisme van de afbraak van speekselglycopro-
teïnen door de plaquemicroflora is nog maar weinig onder-
zoek gedaan. Nadat Leach en medewerkers ' ' met be-
hulp van eenvoudige methoden hadden aangetoond dat een aan-
zienlijk deel van de koolhydraten uit speeksel door plaque-
micro-organismen werd gemetaboliseerd, is het onderzoek in 
wezen beperkt gebleven tot het aantonen van een paar afzon-
derlijke enzymatische activiteiten bij een beperkt aantal 
micro-organismen. 
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Afbeelding 2.7: Schematische weergave van de afbraakvolgor-
de van een hypothetisch glycoproteïne door 
lysosomale enzymen (Patel, 1978). 
N Acetylneuramine zuur 
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Pinter en medewerkers onderzochten met behulp van gesyn­
thetiseerde substraten (ortho- en para-nitrophenyl deriva­
ten) de koolhydraathydrolase-activiteit van orale Strepto­
coccen. Zi] toonden bij deze organismen de volgende extra-
cellulaire enzymen aan: neuraminidase, N-acetyl-ß-D-glu-
cosaminidase, N-acetyl-ß-D-galactosaminidase, ß-D-galac-
tosidase, ß-D-glucosidase en in enkele gevallen werd a-D-
glucosidase-activiteit aangetoond. Voor veel van de geteste 
stammen werd maar een deel van de hierboven genoemde activi-
teiten aangetoond. Opvallend was dat de enzymatische activi-
teit van verse isolaten veel hoger en veelzijdiger was dan 
die van referentiestammen. Deze bezaten vaak geen of ui-
terst geringe enzymactiviteit. Voorbeelden hiervan zi^n de 
type-strains (ATCC-10556 en ATCC-10557) van Streptococcus 
sanguis. 
Wat verder opviel was dat bij geen enkele stam a-mannosi-
dase-activiteit kon worden aangetoond en dat slechts bij 
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enkele stairanen een zeer lage a-fucosidase-activiteit werd 
gevonden. In batch cultures verliep de toename van de ver-
schillende koolhydraathydrolase-activiteit parallel aan de 
groei, terwijl glucose als repressor werkte voor deze enzym-
,_• .. .. 50 
activiteiten. 
Het neuraminidase is het best bestudeerde enzym uit de bo-
39 
vengenoemde reeks. Hoewel Leach en Hayes aantoonden dat 
siaalzuur uit speeksel behalve door Gram-positieve coceen 
ook door sommige Gram-negatieve coceen en Gram-positieve en 
25 
-negatieve staven werd verbruikt, vonden Fukui e.a. al-
leen neuraminidase-activiteit bij Streptococcus sanguis- en 
Streptococcus mitis-stanunen en niet bij Streptococcus sali-
varius. Streptococcus mutans, orale Lactobacillus, Fusobac-
terium, Veillonella's, Leptotrichia-, Bacteroldes-, Coryne-
44 45 bacterium- en Neisseria-stammen. Müller ' onderzocht de 
neuraminidase-activiteit bij Streptococcus sanguis en vond 
onder andere dat deze organismen hun neuraminidase-activi-
teit verloren nadat ze enkele weken onder laboratoriumcondi-
ties waren gekweekt, maar dat verse isolaten hoge affini-
teit konden bezitten. Verder toonde hij bij een Strepto-
coccus sanguis-stam acyl-neuraminaat-pyruvaat-lyase aan, 
dat het door neuraminidase vrijgemaakte neuraminezuur 
splitst in N-acetylmannosamine en pyruvaat. Amir e.a. had-
den reeds eerder aangetoond dat N-acetylmannosamine door 
speekselmicro-organismen wordt gemetaboliseerd. Onlangs 
zijn uit Streptococcus mitis en Streptococcus sanguis bio-
type II, neuraminidases gezuiverd. Beide enzymen hadden 
een pH optimum van 6,5 en molecuulgewichten van respec-
tievelijk 42.000 en 85.000 Dalton.47' 61 
Door Murray e.a. en Choih e.a. is verder aangetoond dat 
de neuraminidase-activiteit kan worden gebruikt om een on-
derscheid te maken tussen Streptococcus mitis en Strepto-
coccus sanguis biotype II (= S. mitior), die beide neur-
aminidase-activiteit bezitten en Streptococcus sanguis bio-
typen I en III, die géén neuraminidase-activiteit vertonen. 
Een verklaring voor het ontbreken van a-L-fucosidase-acti-
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viteit in de door Pinter aangetoonde extracellulaire kool-
hydraathydrolase-activiteiten komt uit het werk van 
Shizukuishi e.a. Deze onderzoekers vonden dat het enzym 
van Streptococcus sanguis ATCC 10557 (S. sanguis biotype 
II) niet reageerde met synthetische substraten zoals p-
nitrophenyl-a-L-fucoside maar wel met fucosides in melk-
oligosachariden en fucosides uit humane parotisglycopro-
teïnen. De enzymatische activiteit tegen fucose uit oligo-
sachariden was beperkt tot het α-(1*2) gebonden fucose. Het 
α-(1+3) en het o-(1+4) gebonden fucose werden niet gehydro-
lyseerd. Het is echter niet bekend of α-(1+3) en α-(1+4) 
bindingen in complete glycoprotelnen wel door dit enzym kun­
nen worden gehydrolyseerd, of dat er in de tandplaque ande­
re enzymen zijn, die het op bovengenoemde manieren gebonden 
fucose uit de humane speekselglycoproteïnen kunnen hydroly-
seren. 
2.4.2 De afbraak van speekseleiwitten 
Omdat bacteriën ook in diepere lagen van de tandplaque gro-
59 te hoeveelheden polysachariden opslaan, is er lange tijd 
over gespeculeerd dat de groei van bacteriën in de tand-
plaque zou worden beperkt door de beschikbaarheid van amino-
zuren. ' ' Onlangs is echter door Van der Hoeven 
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e.a. aangetoond dat opslag van intracellulaire polysacha-
riden door orale Streptococcen juist ook plaatsvindt onder 
omstandigheden van koolhydraatbeperkte groei, onderbroken 
door korte periodes met een overmaat aan koolhydraat. Het 
opgeslagen intracellulaire polysacharide wordt dan gebruikt 
om de periodes tussen de koolhydraatpulsen te overbruggen. 
Dit mechanisme vormt waarschijnlijk een veel betere verkla-
ring voor de geobserveerde opslag van intracellulair poly-
sacharide in de tandplaque. Temeer daar in tandplaquevloei-
stof van de meeste vrije aminozuren veel hogere concentra-
ties worden gevonden dan in speeksel. ' 
32 Kleinberg heeft de afbraak van speekseleiwitten bestu-
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deerd met speeksel-sediment als modelpopulatie voor de ge-
mengde orale microflora en naar molecuulgrootte gescheiden 
speekselfracties als substraat. Hij toonde aan dat deze 
mengflora, waarschijnlijk via een gecompliceerd proces, het 
grootste deel van het eiwit in speeksel afbreekt tot amino-
zuren. Deze afbraak behoeft niet geheel extracellulair te 
verlopen. Integendeel, er zi]n aanwijzingen dat kleine pep-
tiden bij voorkeur door de cel worden opgenomen om vervol-
32 
gens intracellulair te worden afgebroken. Met name de af-
braak van arginine bevattende peptiden zoals sialine, een 
glycine-glycine-lysine-arginine tetrapeptide, is uitvoerig 
bestudeerd door Kleinberg. 
Cowman e. a. hebben aangetoond dat speekseleiwittenfrac-
ties met een molecuulgewicht groter dan 10.000 (Dalton) als 
N-bron konden dienen voor de groei van orale Streptococcen 
op een chemisch gedefinieerd medium. Daarnaast toonden zij 
aan dat Streptococcus mutans en Streptococcus sanguis bij 
voorkeur andere eiwitten hydrolyseerden. De totale proteo-
lytische activiteit en de eiwitconsumptie van Streptococcus 
sanguis waren beduidend hoger dan die van Streptococcus 
15 14 
mutans. Choih e. a. vonden eveneens dat Streptococcus 
sanguis proteolytische activiteit bezit tegen speekseleiwit-
ten en bestudeerden de afbraak van eiwitten uit de gianduia 
18 parotis, waaronder de prolinerijke eiwitten. Cowman heeft 
verder aangetoond dat Streptococcus mutans specifiek som-
mige eiwitten hydrolyseert die uit het speeksel aan hydroxy-
apatiet worden geadsorbeerd. 
De bestudering van het aminozuurmetabolisme in tandplaque 
staat nog in de kinderschoenen. Het valt te verwachten dat 
met name in subgingivale plaque, waarin zich grote aantal-
len strikt anaerobe asacharolyten bevinden zoals Fusobac-
terium nucleatum, Bacteroides gingivalis en Peptostrepto-
coccus spp., aminozuurfermentaties een belangrijke rol zul-
len spelen. Voor Peptococcus anaerobius is onlangs door 
22 Curtis en Kemp aangetoond dat dit organisme via een Stick-
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land-reactie, proline reduceert tot 6-NH- valeriaanzuur. De 
groei van dit organisme was lineair gecorreleerd met de re­
ductie van proline. Als oxideerbare substraten konden 
serine, valine, isoleucine, leucine, tyrosine en phenylala­
nine dienen. In tandplaque werden soortgelijke omzettingen 
aangetoond. 
Arginine of argininebevattende peptiden (sialine) worden in 
plaque snel afgebroken tot ornithine en vervolgens via een 
32 
decarboxylatie tot putrescine. Bi] de reactie van argi­
nine naar ornithine kan door Streptococcen via carbamylfos-
faat, ATP worden gemaakt. ' Toevoeging van arginine aan 
het dieet van gnotobiotische ratten met een gemengde micro­
flora van S. mutans en S. sanguis of S. Butans en 
S. milleri, veroorzaakte belangrijke verschuivingen in deze 
flora ten gunste van de arginine-fermenteerders S. sanguis 
28 
en S. milleri. 
28 
Uit deze resultaten werd door Van der Hoeven e.a. gecon­
cludeerd dat competitie om energiebronnen, dus ook argi­
nine, een belangrijke rol speelt in de ecologie van de tand­
plaque. 
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HET SPEEKSEL ALS SUBSTRAAT 
VOOR ORALE MICRO-ORGANISMEN 
3.1 Inleiding 
Tandearles is een destructief proces, dat veroorzaakt wordt 
26 door de plaque aan het tandoppervlak. Tandplaque bestaat 
voor een groot gedeelte (70 %) uit bacteriën, terwijl het 
overige deel wordt gevormd door macromoleculaire bestandde-
len uit het speeksel en bacteriële polysachariden. De be-
langrijkste micro-organismen in de supragingivale plaque 
zijn een aantal Streptococcus- en Actinomyces-soorten. 
Bij slechte mondhygiëne neemt het aantal bacteriën op de 
elementen snel toe, wat leidt tot een zichtbare hoeveelheid 
tandplaque. Voor de groei van orale micro-organismen zijn 
voedingsstoffen (substraten) nodig. Deze kunnen afkomstig 
19 23 
uit: ' (i) het speeksel, (ii) de creviculaire vloei-
stof, (iii) van het slijmvlies afkomstige epitheelcellen en 
(iv) het voedsel van de gastheer. 
Wat betreft dit laatste hebben vooral de koolhydraten in 
het voedsel aandacht kregen vanwege hun rol bij het ont-
staan van cariës. Verder lijkt het logisch te veronderstel-
len dat speeksel, mede gezien de geproduceerde hoeveelheid, 
een belangrijk substraat voor supragingivale tandplaque zou 
kunnen zijn. Een aanwijzing hiervoor is de snelle plaquevor-
ming bij apen, die met behulp van een maagsonde werden ge-
2 
voed. Voor subgingivale tandplaquemicro-organismen daaren-
tegen lijkt de creviculaire vloeistof de belangrijkste bron 
van substraten. 
Er is tot nu toe maar weinig onderzoek gedaan naar de bete-
kenis van speeksel als substraat voor orale micro-organis-
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men. Cowman e.a. ' bestudeerden de groei van orale Strep-
tococcen op speeksel. Zij concludeerden dat verschillende 
van deze micro-organismen, bepaalde speekseleiwitten konden 
gebruiken als stikstofbron. 
Door Beckers is fundamenteel onderzoek gedaan naar de groei 
van orale Streptococcen en Actinomyceten op de molaren van 
ratten. Hij vond dat deze micro-organismen in de beginfase 
van de kolonisatie op het gebit hoge groeisnelheden bereik-
ten, met verdubbelingstijden van 1 tot 2,5 uur. 
Opmerkelijk was dat de initiële groeisnelheid van S. mutans 
en A. viscosus in vastende dieren overeenkwam met de groei-
snelheid in dieren, die een 10 % suikerdieet kregen. In vas-
tende dieren nam de groeisnelheid echter eerder af dan in 
gevoerde dieren. Dit alles leidde tot de veronderstelling 
dat speeksel een volledig groeimedium is voor orale micro-
organismen, waarin de groei echter wordt gelimiteerd door 
een groeibeperkende factor. Omdat het speeksel veel meer ei-
25 
wit dan koolhydraat bevat, is het waarschijnlijk dat kool-
hydraten het groeibeperkende substraat vormen. Dit geldt 
met name voor bacteriën zoals Streptococcen en Actinomy-
ceten, die voor hun energievoorziening in belangrijke mate 
afhankelijk zijn van koolhydraat. Om de eerder genoemde 
hypothese te toetsen, is de groei van enkele Streptococcus-
soorten en Actinomyces viscosus onderzocht in speeksel waar-
aan verschillende hoeveelheden koolhydraat waren toegevoegd. 
3.2 Materiaal en methoden 
Bij de experimenten werden de volgende bacteriestammen ge-
19 bruikt: Streptococcus mutans Ingbritt (Krasse, Malmö) , 
Streptococcus sanguis P4A7 (Weerkamp, Kijmegen), Strepto-
coccus milleri 675ВІ (Huis in 't Veld, Utrecht), Actino­
myces viscosus Ut2 (van Palenstein Helderman, Utrecht) . 
Alle stammen zijn van de mens afkomstig. Ze worden aange­
houden in steriele skim-milk (Difco) bij - 70 °C. 
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3.2.1 Media en kweekomstandigheden 
Bij de experimenten werden de volgende vloeibare media ge-
bruikt: TPY boullion en speeksel met extra glucose. De TPY-
bouillon bevatte de volgende ingrediënten: (Trypticase pep-
tone; BBL, 20 g/l; Yeast extract, Difco, 10 g/l en glucose, 
Baker, 2 g/l) . Het speeksel dat voor de pH-staat experimen-
ten werd gebruikt, bevatte 4-5 mmol glucose/liter en dat 
voor de buiscultures resp.: 0,0, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0 en 10,0 
iranol glucose/liter. ббг de toevoeging van de extra glucose 
bevatte het speeksel niet meer dan 8 μιηοΐ glucose per liter. 
Alle cultures werden onder anaerobe omstandigheden in een 
atmosfeer van N 2 (90 %) , C0 2 (6 %) en H 2 (4 %) , bij 37 "С 
geïncubeerd. 
3.2.2 Bereiding van steriel speeksel 
Bij een aantal laboratoriummedewerkers werd gestimuleerd 
speeksel verzameld. Stimulatie vond plaats door op een stuk-
je paraffinewas te kauwen. Het speeksel werd gepoold en ver-
dund met eenzelfde volume steriel gedemineraliseerd water. 
Tevens werd 2,5 mmol per liter dithiothreitol (DTT; BDH 
Chemicals) toegevoegd. Het DTT dient om de vorming van zwa-
velbruggen (-S-S-) tussen de glycoproteïnen te voorkomen of 
4 
deze te verbreken. De vorming van de disulfide-bruggen 
leidt tot het ontstaan van moleculaire netwerken, die het 
filter verstoppen bij de sterilisatie van het speeksel. Bo-
vendien zijn deze netwerken veel moeilijker afbreekbaar 
voor de micro-organismen. 
Het gepoolde en verdunde speeksel met 2,5 mmol DTT werd ge-
durende 10 min bij 48.000 g en bij 4 "С gecentrifugeerd om 
micro-organismen, celdebris en voedselresten te verwijde­
ren. Aan het supernatant werd uit een 10-voudig geconcen­
treerde standaardoplossing glucose toegevoegd. Vervolgens 
werd het supernatant in kleine hoeveelheden gesteriliseerd 
door filtratie over een filter met een poriënwijdte van 
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0,2 μ (Schleicher en Schuil, FPO 30/3). Voor alle experi­
menten is vers verzameld speeksel gebruikt. De steriliteit 
van het speeksel werd gecontroleerd door het in kleine por­
ties gedurende 24 uur bij 37 0C anaëroob te incuberen. 
3.2.3 Adaptatie aan de groei op speeksel 
De bacteriën werden anaëroob bij 37 "С voorgekweekt op TPY 
0,2 % glucose tot de cultuur de mid-logaritmische fase had 
bereikt (na + 8 uur). De cellen werden 3x gewassen met be­
hulp van steriel fysiologisch zout (0,85 % wt/vol NaCl) . 
Buizen met 5 ml steriel speeksel en glucose, werden beent 
met 0,5 ml van de gewassen celsuspensie. Deze speekselvoor-
kweken werden gedurende 16 uur anaëroob geïncubeerd bij 
37 °C en vervolgens gebruikt om de pH-staat of de buiscul-
turen te beënten. 
3.2.4 De pH-staat experimenten 
De pH-staat experimenten werden uitgevoerd bij 37 °C in 
vaatjes van 150 ml onder een constante stroom van anaëroob 
menggas (Ν-, CO. en H-, 10 ml/min). De pH werd op 7.0 gehou­
den door automatische titratie met 0,1 N KOH. Het loogver-
bruik werd automatisch geregistreerd. De pH-staat werd beent 
met 5-10 ml van de voorkweek op speeksel. Met behulp van 
een steriele spuit werden met regelmatige tussenpozen, mon­
sters van 3 ml genomen. Van het monster werd 0,5 ml geduren­
de 3 min bij 18.000 g gecentrifugeerd. Het supernatant werd 
gebruikt om de hoeveelheid glucose en de fermentatieproduk-
ten te bepalen, de pellet om de hoeveelheid bacteriële DNA 
in de cultuur te bepalen. De resterende 2,5 ml werd ultra-
soon (Kontes K-881440 cell disruptor) behandeld om een ge-
lijkmatige verdeling van de cellen te verkrijgen, waarna de 
optische dichtheid van de culturen bij 550 nm (O.D. 550) 
werd gemeten. Een ultrasone behandeling van de culturen was 
noodzakelijk omdat bij de groei op speeksel de cellen sterk 
samenklonteren. 
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3.2.5 De buiscultures 
Hiervoor werden een serie schroefdopbuizen gebruikt, met 
daarin 5 ml speeksel met toenemende hoeveelheden glucose. 
De buizen werden beent met 0,5 ml van de voorkweek in speek-
sel met een identieke glucoseconcentratie. De buizen werden 
anaëroob geïncubeerd bij 37 0C. Monsters werden direct na 
beenting en na 24 uur genomen. In deze monsters werden de 
pH en - na ultrasoon trillen - ook de O.D. 550 gemeten. 
3.2.6 Analyses 
De glucose-concentratie in de culturen werd fluorometrisch 
+ 18 
bepaald met behulp van NADP . Het DNA-gehalte werd even-
eens fluorometrisch bepaald. Zure bacteriële fermentatie-
12 Produkten werden bepaald met behulp van isotachoforese. ' 
14 
Ethanol werd gaschromatografisch bepaald. 
3.3 Resultaten 
Om reproduceerbare groei op speeksel te krijgen, was het 
noodzakelijk het speeksel te beënten met cellen uit de mid-
logaritmische groeifase. Wanneer stationaire cellen werden 
gebruikt, bleek dat de groei in speeksel veel minder voor-
spelbaar verliep. De metingen van de optische dichtheden 
van de bacteriecultures in speeksel varieerden, ondanks 
ultrasoon trillen, sterker dan die van cultures in conven-
tionele media, zoals Trypticase bouillon. De oorzaak hier-
van is de snelle samenklontering van de cellen in het speek-
sel. Deze samenklontering wordt veroorzaakt door de aggluti-
nines, specifieke glycoproteïnes, die een sterke affiniteit 
voor bepaalde bacteriën hebben. De meetresultaten van de 
buiscultures zijn weergegeven in afbeelding 3.1. In deze 
grafieken zijn de optische dichtheden van de speekselcul-
tures uitgezet tegen de glucose-concentratie in het speek-
sel. De O.D. 550 nam, tot een glucose-concentratie van 5 
mmol/1, lineair toe met de glucose-concentratie. 
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De meetresultaten van de pH-staat cultures zijn weergegeven 
in afbeelding 3.2. In deze grafiek zijn de O.D. 550, het 
glucoseverbruik en het bacteriële DNA-gehalte van een cul-
tuur van S. milleri 675B1, uitgezet tegen de tijd. Deze gra-
fiek is ook representatief voor de curves van S. sanguis 
P4A7, S. mutans Ingbritt en Actinomyces viscosus Ut2. De 
toename van de optische dichtheid en het DNA-gehalte ver-
toonden redelijke overeenkomst met de te verwachten exponen-
tiële groei. De verdubbelingstijd, dat wil zeggen de tijd 
waarin het aantal cellen zich verdubbelt, werd berekend uit 
het verband tussen de log O.D. 550 en de tijd. De verdubbe-
lingstijden bedroegen respectievelijk 1,6, 2,5 en 4 uur 
voor S. sanguis P4A7, S. milleri 675B1 en A. viscosus Ut2. 
De verdubbelingstijd van S. mutans Ingbritt werd berekend 
uit de toename van het bacteriële DNA in de cultuur en be-
droeg 3 uur. De zure fermentatieprodukten van de pH-staat 
cultures, staan in tabel 3.1. S. mutans Ingbritt, S. sanguis 
P4A7 en S. milleri 675B1 produceerden voornamelijk melk-
zuur. In de beginfase van de groei produceerde A. viscosus 
Ut2 eveneens melkzuur, maar in een later stadium werden 
daarnaast mierezuur, azijnzuur en barnsteenzuur geprodu-
ceerd. 
3.4 Discussie 
Afbeelding 3.1 laat zien dat er een lineair verband bestaat 
tussen de groei van orale Streptococcus-soorten en 
Actinomyces viscosus en de concentratie van de aan het 
speeksel toegevoegde glucose. Deze resultaten tonen aan dat 
speeksel een volledig groeimedium is voor orale micro-orga-
nismen, waarin de celopbrengst echter wordt beperkt door de 
beschikbare koolhydraatbronnen. Dit is een uitbreiding van 
Cowman's eerdere resultaten, waarin werd aangetoond dat 
steriel speeksel kan dienen als stikstof-, maar niet als 
koolhydraat- en energiebron voor de groei van orale micro-
organismen. 
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Afbeelding 3.1: De groei in buiscultures op speeksel van 
enkele Streptococcus-soorten en Actinomyces 
viscosus. 
S sanguis P4A7 
i 




•o : Αςςη op 0 uur 
•· : A,,_„ na 24 uur 
ээи 
• * : pH na 24 uur 
Uit afbeelding 3.1 blijkt verder dat, behalve voor S. mil-
leri, de groei in speeksel bij glucose-concentraties van 
meer dan 5 mmol/l, waarschijnlijk werd geremd door de lage 
eind-pH van de cultuur. De groei van orale Streptococcen in 
steriel speeksel was goed reproduceerbaar, terwijl de groei 
van A. viscosus Ut2 meer variatie te zien gaf. De oorzaak 
hiervan is onbekend, maar een mogelijke verklaring zou kun­
nen zijn dat - tijdens het filtratieproces bij het sterili­
seren van het speeksel - voor de groei noodzakelijke compo­
nenten verloren gaan. De zeer geringe groei in cultures zon-
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Afbeelding 3.2: De groei van S. milleri 675B1 in een pH-
staat speekselcultuur. Deze grafiek is ook 
representatief voor de curves van S. san­
guis P4A7, S. mutans Ingbritt en Actino­
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der extra glucose is waarschijnl^k een gevolg van de klei­
ne hoeveelheid vrije glucose in het speeksel (8+2 ymol/1). 
De hoeveelheid koolhydraat die normaal in de mond beschik­
baar is, is waarschijnlijk beduidend hoger dan die in het 
verzameld speeksel. Hierop zal wat dieper worden ingegaan. 
De potentiële koolhydraatbronnen in vivo zijn: 
vrije glucose in het speeksel dat direct uit de speeksel-
klieren komt. 
het voedsel van de gastheer. 
- suikers die kunnen worden vrijgemaakt uit speekselglyco-
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Micro- Tijd Miere- Azijn- Melk- Barn- C-op-
 t 
organismen (h) zuur zuur zuur steen- brengst 
mmol/1 zuur 
S. mutans Ingbritt 
S. sanguis P4A7 
S. milleri 675B1 
Α. viscosus Ut2 
* Berekend op basis van de fermentatieprodukten uit de 
glucose die aan de cultuur was toegevoegd. 
** Niet geproduceerd; ethanol werd in géén van de monsters 
gevonden. 
Tabel 3.1: De fermentatieprodukten uit de pH-staatcultures. 
Vrije glucose 
In het speeksel uit de gianduia parotis zijn glucose-concen-
19 traties gemeten, die variëren van 5-40 ymol/l tot aan 
9 19 100 umol/1. ' Bij een dagelijkse productie van 800 ml 
speeksel, wordt op deze wijze ten hoogste 14 mg per dag 
o 
vrije glucose uitgescheiden. Uitgaande van 10 bacteriën 
per ml speeksel moet men de dagelijkse biomassaproductie in 
de mond op 100-250 mg schatten. Het is zeker dat een hoe-
veelheid van 14 mg glucose ontoereikend is voor de produc-
tie van een dergelijke hoeveelheid biomassa. Daarom moeten 
we veronderstellen dat ook andere koolstof- en energiebron-
nen een rol spelen. 
Het dieet van de gastheer 
Het belang van koolhydraten uit het dieet van de gastheer, 
als substraatbron voor de groei van micro-organismen in de 
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mond, is nog onduidelijk. Er zijn aanwijzingen gevonden 
dat, buiten de maaltijden, koolhydraat een beperkende fac-
tor is voor de groei van orale Streptococcen in tandplaque. 
In hoeverre de tijdens de maaltijden aanwezige overmaat 
koolhydraat effectief kan worden gebruikt voor bacteriële 
groei, dient nog nader onderzocht te worden. 
De glycoproteïnen in het speeksel 
Speekselglycoproteïnen worden snel afgebroken door orale 
6 7 21 22 
micro-organismen. ' ' ' Hun bijdrage aan de biomassa-
productie in de mond wordt nog niet goed begrepen, maar er 
zijn aanwijzingen dat deze rol zeer belangrijk is. Dit con-
cluderen we uit de waarneming dat snelle groei van bacte-
riën optreedt bij ratten, die niet worden gevoed. Klaarblij-
kelijk voorziet het speeksel in dat geval in alle voor de 
groei benodigde substraten. Het is niet duidelijk waardoor 
in deze experimenten slechts geringe groei op speeksel zon-
der extra glucose werden gevonden extra glucose werd gevon-
den, terwijl in mengcultures (hoofdstuk 6) en op speeksel-
agar platen (hoofdstuk 4 en 5) wel groei op speeksel zonder 
extra glucose werd waargenomen. Een mogelijke verklaring 
zou kunnen zijn dat, tijdens de voorkweek van de bacterie-
stammen op TPY 0,2 % glucose, de extracellulaire koolhy-
draathydrolases zijn gerepresseerd, waardoor de bacteriën 
niet meer in staat waren de koolhydraatzijketens van de 
24 
speekselglycoproteïnen te hydrolyseren. Naast of in plaats 
van koolhydraten kunnen sommige orale micro-organismen ook 
7 9 16 
aminozuren gebruiken als koolstof- en energiebron. ' ' 
Hierop zal in hoofdstuk 6 nader worden ingegaan. 
Bij de pH-staat experimenten groeiden de orale Streptococ-
cen en A. viscosus Ut2 in speeksel met een overmaat glucose 
(4 tot 5 iranol/liter). De Streptococcen produceerden in deze 
cultures melkzuur als enig fermentatieprodukt, terwijl 
A. viscosus mierezuur, azijnzuur en barnsteenzuur (tabel 
3.1) maakte. Dit komt overeen met het normale fermentatie-
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patroon van deze micro-organismen bij groei onder condities 
met een overmaat glucose. Uit de hoeveelheden fermentatie-
produkten kan worden berekend, welk percentage van de kool-
stof uit de tijdens de groei verbruikte glucose wordt terug-
gevonden in de fermentatieprodukten. Uit deze zogenaamde 
C-opbrengst valt tevens af te lezen welk deel van de glucose 
verbruikt wordt voor de biosynthese van celmateriaal. Verge-
leken met de C-opbrengst van een glucose beperkte continu-
cultuur, was de C-opbrengst van S. mutans en S. sanguis re-
latief laag in de speekselcultures. Dit wordt vermoedelijk 
veroorzaakt door de productie van intracellulaire polysacha-
riden door deze micro-organismen tijdens de groei in pH-
staat cultures met een overmaat aan glucose. 
De generatietijden van de bacteriën in speeksel waren verge-
lijkbaar met die welke werden waargenomen tijdens de begin-
fase van de plaque-ontwikkeling bij gnotobiotische ratten. 
Bij ratten bleek bovendien dat de generatietijden identiek 
waren voor nuchter gehouden dieren en ratten die gevoed wer-
den met een suikerhoudend poederdieet. Het lijkt er dus op, 
dat vers speeksel genoeg voedingsstoffen, inclusief koolhy-
draten, ' bevat om de hoge groeisnelheden in de eerste 
fase van de kolonisatie mogelijk te maken. In deze periode 
is het totale aantal micro-organismen op de gebitselementen 
nog vrij klein. In een latere fase van de kolonisatie neemt 
het aantal micro-organismen op de tanden toe, waardoor ge-
brek aan koolstof- en energiebronnen ontstaat en de genera-
tietijden van de bacteriën in de tandplaque toenemen. 
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Uit eerdere experimenten is gebleken dat laboratoriumstam-
men van dominante Streptococcus en Actinomyces species in 
12 
een vloeibare cultuur kunnen groeien op speeksel. 
Om meer inzicht te verkrijgen in het vermogen van speeksel 
om als volledig groeimedium voor een breed scala van micro-
organismen uit de menselijke tandplaque te dienen, werd het 
gebruik van speeksel-agar als voedingsbodem onderzocht. Dit 
hoofdstuk beschrijft de mogelijkheden om een gestandaardi-
seerde speeksel-agarplaat te bereiden, waarop een reprodu-
ceerbare groei van supragingivale tandplaquebacteriën kan 
worden verkregen. Om tot een standaard speeksel-agar voe-
dingsbodem te komen, werden de volgende variabelen systema-
tisch onderzocht: de concentratie van het toe te voegen re-
ductiemiddel dithiothreitol, de hoeveelheid glucose en het 
al dan niet toevoegen van het enzym katalase. Verder werd 
nagegaan in hoeverre de kwaliteit van de agar de groei op 
een speeksel-agarplaat beïnvloedt. 
4.2 Materiaal en methoden 
4.2.1 Media 
Bij de verschillende experimenten werd gebruik gemaakt van 
de volgende voedingsbodems: bloed-agar, nutriënt-agar, TSY-
agar en speeksel-agar. De bloed-agarplaten bevatten de vol-
gende ingrediënten: 25 g/l Brain Heart Infusion (Difco), 10 
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g/l Bacto-peptone (Difco), 20 g/l Bacto-agar (Difco) en 1 
g/l KNO,. Na hitte-sterilisatie werd de agar in een warm 
waterbad afgekoeld tot 56 °C, waarna 100 ml gedefibrineerd 
schapebloed per liter werd toegevoegd. Na menging werden de 
platen gegoten. De TSY-agarplaten bevatten de volgende in-
grediënten: 40 g/l trypticase-soya agar (BBL) en 10 g/l 
yeast extract (Difco). De nutriënt-agarplaten waren als 
volgt samengesteld: 23 g/l nutriënt-agar (Difco) en 5 g/l 
Bacto-agar (Difco). 
Voor de vervaardiging van de speeksel-agarplaten werd ge-
bruik gemaakt van gestimuleerd speeksel dat door ultrafil-
tratie werd gesteriliseerd. Gestimuleerd speeksel werd ver-
zameld door de laboratoriummedewerkers op paraffinewas te 
laten kauwen. De verschillende porties speeksel, + 25 ml 
per persoon, werden gemengd om zoveel mogelijk individuele 
verschillen tussen de speeksels te compenseren. 
Het verzamelde speeksel was steeds afkomstig van minimaal 7 
proefpersonen. Dithiothreitol (DTT) werd direct na het men-
gen toegevoegd in de voor het experiment benodigde concen-
tratie. Het speeksel met daarin de DTT werd vervolgens 10 
min. geroerd. Hierna werd het speeksel verdund met steriel 
gedemineraliseerd water in een mengverhouding van 2 delen 
speeksel op 1 deel H-O. Vervolgens werd het speeksel gecen-
trifugeerd bij 48000 g gedurende 10 min. bij een temperatuur 
van 4 0C. De sterilisatie van het gecentrifugeerde speeksel 
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vond plaats door filtratie. 
Voorafgaande aan de filtersterilisatie werden, vanuit vers 
bereide geconcentreerde standaardoplossingen, glucose en ka-
talase aan het speeksel toegevoegd. Na filtersterilisatie 
werd het steriele speeksel in schroefdopbuizen gedaan, die 
in een waterbad werden verwarmd tot 37 0C. ledere buis be-
vatte 15 ml steriel speeksel, benodigd voor het maken van 
één agarplaat. 
Dithiothreitol (DTT) werd in zodanige hoeveelheden toege-
voegd, dat in de platen de volgende eindconcentraties wer-
den bereikt: 1, 2,5, 5 en 10 mmol/liter. Glucose werd ge-
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test in de volgende concentraties: 0, 1, 5, 10 en 25 iranol 
per liter. De speekselplaten waaraan katalase werd toege-
voegd, bevatten 100 U/ml katalase. Speeksel-agarplaten wer-
den bereid door het gesteriliseerde speeksel met daarin DTT, 
glucose en katalase, te mengen met gesteriliseerde vloei-
bare agar. De agar werd bereid in van schroefdop voorziene 
buizen. ledere buis bevatte 0,36 gram Bacto-agar (Difco) of 
voor sommige experimenten Noble-agar (Difco) in 5 ml gedemi-
neraliseerd water. Na hitte-sterilisatie werden de buizen 
met agar in een warm waterbad afgekoeld tot 56 'C. De warme 
agar werd vervolgens gemengd met het tot 37 eC verwarmde 
speeksel door goed vortexen, waarna de plaat onmiddellijk 
werd gegoten. De gevolgde procedure leidt er uiteindelijk 
toe dat het speeksel in de speeksel-agar 1:1 wordt verdund 
met water. Direct na het stollen werden de speekselplaten 
beent met een gehomogeniseerd plaquemonster om daarna zo 
snel mogelijk in een anaëroob milieu te worden geïncubeerd. 
4.2.2 De plaquemonsters 
Tenzij anders vermeld, werd bij de experimenten steeds ge-
bruik gemaakt van gepoolde supragingivale tandplaque afkom-
stig van dezelfde drie proefpersonen. De supragingivale 
tandplaque werd verzameld door met een subdermale naald 
(12 χ 0.04 mm) langs het linguale vlak en door de fissuren 
van de M1 id te schrapen. De naalden met de plaquemonsters 
werden in een met steriel speeksel (zonder toevoegingen) 
gevulde buis gedaan. De plaquemonsters werden bij O "C en 
gedurende 30 sec ultrasoon gesuspendeerd met behulp van een 
Kontes K-881440 cell disruptor voorzien van een microtip. 
De monsters werden in 10-voudige stappen verdund in steriel 
fysiologisch zout. Van geschikte verdunningen werd 100 \tl 
uitgespateld op de verschillende in het experiment gebruik­
te voedingsbodems. Na beënting werden de platen zo snel mo-
gelijk anaëroob geïncubeerd in een atmosfeer van N_ (90 % ) , 
CO. (6 %) en H- (4 % ) , bij 37 "C, gedurende 72 uur. De in-
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cubaties werden uitgevoerd in anaerobe potten met CaCl_ om 
de overmaat water te binden. Na 3 dagen incubatie, werd het 
aantal kolonies geteld, waarbij gebruik werd gemaakt van 
een binoculaire microscoop bij 15x vergroting. 
4.3 Resultaten 
4.3.1 De opbrengst van individuele plaquemonsters op speek-
sel-agar 
Tabel 4.1 geeft de opbrengst van plaquemonsters van 10 ver-
schillende proefpersonen op speeksel-agar, TSY-agar, nu-
triënt-agar en bloed-agar. De opbrengst op bloed-agar was 
in alle gevallen het hoogst. 
Proef- bloed- speeksel- nutriënt- TSY-



















































a CFU in het 10 maal verdunde monster. 
b De speeksel-agarplaten bevatten 2,5 mmol/1 DTT, 5 mmol/1 
glucose en 100 U katalase per ml. 
Tabel 4.1: De groei-opbrengst van plaquemonsters van 10 ver­
schillende proefpersonen op speeksel-, nutriënt-, 
TSY- en bloedagarplaten. 
In tabel 4.2 is de gemiddelde opbrengst op speeksel-agar en 
nutriënt- en TSY-agar weergegeven als het percentage van de 
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opbrengst op bloedagar. De resultaten laten zien dat de op-
brengst op speeksel-agar varieerde van 22 tot 77 % en 
slechts weinig lager was dan de opbrengst op nutriënt- en 
TSY-agar. 
Opbrengst op Opbrengst % 
bloedagar speeksel- nutriënt- TSY-
CFU χ 10 agar agar agar 
χ t S.E. 1,7 ± 0,3 47 ± 5 70 ± 6 60 ± 7 
uiterste 
waarden 0,5-3,6 22-77 50 - 100 34 - 96 
Tabel 4.2: De gemiddelde groei-opbrengst van 10 plaquemon­
sters van 10 verschillende proefpersonen op 
speeksel-agarplaten met 2,5 iranol/l DTT, 5 mmol/1 
glucose en 100 U/ml katalase. 
4.3.2 Het effect van Dithiothreitol (DTT) op de groei-op­
brengst 
Toevoeging van DTT in concentraties boven 1,0 mmol/l ver­
breekt de disulfide bruggen tussen de glycoprotelnemolecu-
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len. Dit verlaagt de viscositeit van het speeksel, waar­
door het makkelijker te filtreren is. Terwijl bij filtratie 
van speeksel zonder DTT het filter al na 2 à 3 ml verstopt 
raakt, kon een hoeveelheid van tenminste 30 ml speeksel door 
éën filter gesteriliseerd worden als daaraan 2,5 mmol/1 
DTT was toegevoegd. 
Afbeelding 4.1 toont het effect van het toevoegen van ver-
schillende hoeveelheden dithiothreitol op de groei-opbrengst 
op speeksel-agarplaten met en zonder katalase. De opbrengst 
werd vergeleken met de opbrengst op bloed-agar, die als 
100 % werd genomen. De speeksel-agarplaten bevatten naast 
verschillende concentraties DTT ook 5 mmol/1 glucose. Bij 
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Afbeelding 4.1: Het effect van dithiothreitol (DTT) op de 
groei-opbrengst van supragingivale plaque 
op speeksel-agarplaten vergeleken met die 
op bloedagar. De opbrengst op bloedagar 
werd als 100 % genomen. 
1 2.5 5 10 mmol/l DTT 
Speeksel-agarplaten met DTT zonder 
Ш
| katalase (gemiddelde waarden uit twee 
« afzonderlijke experimenten) 
Speeksel-agarplaten met DTT en katalase 
(eveneens gemiddelde waarden uit twee 
' ' afzonderlijke experimenten) 
toenemende DTT-concentraties verminderde de groei-opbrengst, 
het sterkst op de platen zonder katalase. In aanwezigheid 
van katalase trad het remmende effect van DTT op de groei-
opbrengst alleen op bij concentraties boven de 5 mmol/l. 
Bovendien suggereerden de getallen dat katalase de groei-op-
brengst verhoogt. Het effect van katalase werd daarom onder-
zocht in een afzonderlijk experiment. De groei op speeksel-
agarplaten zonder DTT was onvoldoende reproduceerbaar. Van 




Opbrengst in uiterste 
% (χ + S.E.) waarden % 
Speeksel-agar + DTT + glucose 100 
Speeksel-agar + DTT + glucose 
+ Katalase 230 + 35 





Tabel 4.3; Overzicht van de groei op speeksel-agarplaten 
met 2,5 mmol/l DTT en 5 mmol/l glucose en met en 
zonder katalase. De opbrengst op de speeksel-
agarplaten met DTT en glucose werd als 100 % ge­
nomen. 
Afbeelding 4.2: Het effect van de toevoeging van 100 U/ml 
katalase aan speeksel-agarplaten waarin 
2,5 mmol/l DTT en 5 mmol/l glucose, op de 
opbrengst en de koloniegrootte. 
I Speeksel-agar zonder katalase. 
II Speeksel-agar met katalase. 
II 
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4.3.3 Het effect van Katalase op de groei-opbrengst 
Tabel 4.3 toont het effect van Katalase op de opbrengst van 
op speeKsel-agar uitgeplateerde plaquemonsters. De tabel 
geeft het gemiddelde van drie experimenten, waarbij de op-
brengst op speeKsel-agar zonder Katalase met 5 mmol/l glu-
cose en 2,5 mmol/l DTT op 100 % werd gesteld. Dezelfde 
plaquemonsters werden tevens uitgeplateerd op bloedagar. Zo-
als tabel 4.3 laat zien, verhoogde Katalase de opbrengst op 
speeKsel-agarplaten ongeveer 2-voudig. In afbeelding 4.2 is 
te zien dat het toevoegen van Katalase niet alleen de op-
brengst verhoogt, maar ook de Koloniegrootte beïnvloedt. 
4.3.4 Het effect van glucose op de groei-opbrengst 
Tabel 4.4 laat de opbrengst van gepoolde plaquemonsters op 
speeKsel-agarplaten met verschillende concentraties glucose 
zien. De bi] deze experimenten gebruiKte speeKselplaten be-





mmol/l (x + S.E.) 
0 100 
1 1 2 4 + 5 
5 119 ± 12 
10 89 ± 23 
25 94 + 30 
Tabel 4.4: Groei-opbrengst van gepoolde plaque op speeK-
sel-agarplaten met verschillende concentraties 
glucose. 
70 
Tabel 4.4 is een weergave van het gemiddelde van in totaal 
4 experimenten. Deze experimenten werden uitgevoerd met 
verschillende porties speeksel voor de speeksel-agarplaten 
en verschillende gepoolde plaquemonsters. Bij glucosecon-
centraties van 1 mmol/1 en 5 mraol/1 werd de hoogste op-
brengst gevonden. In het algemeen was het effect van gluco-
se op de opbrengst echter gering. 
4.3.5 Het effect van het gebruik van Bacto-agar en Noble-
agar op de groei-opbrengst 
Tabel 4.5 laat het effect van de vervanging van Bacto-agar 
door extra gezuiverde agar, de zogenaamde Noble-agar zien. 
Type Opbrengst in uiterste 
plaat % (x i S.E.) waarden 
C.F.Ü. 
speeksel + Bacto-agar 46 ± 3 300- 751 
speeksel + Noble-agar 45 ± 5 291-1080 
bloed-agar 100 629-1780 
Tabel 4.5: Het effect van de agarkwaliteit op de groei-op-
brengst op speeksel-agarplaten, waarbij de Bacto-
agar werd vervangen door Noble-agar. De opbrengst 
op de bloedplaten werd als 100 % genomen. 
De tabel geeft het gemiddelde van drie experimenten. De 
speeksel-agarplaten bevatten 2,5 mmol/l DTT, 5 mmol/1 gluco-
se en 100 U/ml katalase. Bij ieder afzonderlijk experiment 
werden de drie verschillende voedingsbodems steeds beent 
met hetzelfde plaquemonster. Uit de resultaten blijkt dat 
er geen verschil bestaat in groei-opbrengst tussen beide ty-
pen agar. Op bacto-agarplaten, waarin het speeksel geheel 
vervangen was door water, werd geen groei waargenomen. 
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Afbeelding 4.3: Gestandaardiseerde procedure voor de berei-
ding van speeksel-agarplaten. 
gestimuleerd speeksel verzamelen 
bij een aantal proefpersonen. 
het verzamelde speeksel mengen 
en zoveel DTT toevoegen dat de 
concentratie in de platen uit-
eindelijk 2,5 mmol/l DTT bedraagt. 
Het mengsel gedurende 10 min, roeren. 
de hoeveelheid speeksel verdunnen 
met één deel steriel gedeminerali-
seerd H.O op twee delen speeksel. 
gedurende 10 min. afdraaien bij 
48.000 g bij 4 »C. 
na het afdraaien, het speeksel 
(afhankelijk van het experiment) 
opsplitsen in porties; glucose 
(5 mmol/l) en katalase (100 U/ml) 
toevoegen. 
het speeksel in de laminar-flow 
filtersteriliseren en opvangen 
in steriele schroefdopbuizen, per 
buis 15 ml speeksel. De buizen 
verwarmen tot 37 "C in een warm-
water bad. 
Als de buizen de juiste tempe-
ratuur bereikt hebben, de in-
houd van de buis met speeksel 
voegen bij de buizen met agar. 
De agar en het speeksel mengen 
door vortexen. Vervolgens on-
middellijk de plaat gieten. 
0,36 g agar en 
5 ml gedeminera-





len tot 56 "С in 
een warmwater bad. 
I direct na het stollen, de plaat beënten en anaëroob 
incuberen 
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Bij het mengen van de agar en het speeksel tijdens de berei­
ding van de speeksel-agarplaten, wordt het speeksel geduren­
de enkele minuten opgewarmd tot ± 45 "С. Hierdoor zouden 
speekseleiwitten en -glycoproteïnen kunnen denatureren, 
waardoor de groei op de platen beïnvloed kan worden. Experi-
menten waarbij enkele orale streptococcen-stammen werden ge-
kweekt in buiscultures met verhit (55 "С gedurende 10 min.) 
en onverhit speeksel, lieten echter geen invloed van de ver­
hitting op de groei zien (ongepubliceerde resultaten). Dit 
maakt het onwaarschijnlijk dat de groei op speeksel-agar­
platen wordt beïnvloed door denaturatie van speekselcompo-
nenten tijdens de bereiding van de platen. 
4.3.6 De standaardprocedure voor de bereiding van speeksel-
agar 
Om te komen tot een optimale en reproduceerbare opbrengst, 
werd op basis van de uitgevoerde experimenten gekozen voor 
de in afbeelding 4.3 weergegeven bereidingswijze en samen-
stelling van speeksel-agar. 
4.4 Discussie 
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Leach e.a. ' hebben aan het eind van de jaren zestig la-
ten zien dat door de mondflora uit speekselglycoproteïnen 
siaalzuur, fucose en hexosamines worden vrijgemaakt en ge-
metaboliseerd. Zij vonden bovendien dat sommige mondbacte-
riën in staat waren op een door hen ontwikkelde speeksel-
agarvoedingsbodem te groeien. Deze organismen werden ech-
ter niet geïdentificeerd. Bovendien gebruikten zij voor de-
ze experimenten door verhitting tot 60 0C gesteriliseerd 
speeksel, waarin een gedeeltelijke denaturatie van eiwitten 
zou kunnen zijn opgetreden. Gedenatureerde eiwitten zijn in 
de regel beter toegankelijk voor bacteriële enzymen en dit 
zou de groei op de speeksel-agar in de experimenten van 
Leach positief hebben kunnen beïnvloed. Daarom hebben wij 
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bij onze experimenten gekozen voor sterilisatie met behulp 
van een filter, waarbij geen denaturatie kan optreden. 
Om de groei van de mondflora op speeksel zo goed mogelijk 
te kunnen bestuderen, werd geprobeerd een speeksel-agar-
plaat te ontwikkelen waarop een optimale opbrengst van de 
uitgeplateerde supragingivale tandplaque kan worden verkre-
gen. De in dit hoofdstuk beschreven experimenten hadden tot 
doel de samenstelling en de bereidingswijze van zo'n speek-
sel-agarplaat te bepalen. 
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De individuele speekselsamenstelling varieert. ' Inleiden-
de experimenten lieten dan ook zien dat de groei van labora-
toriumstammen van orale Streptococcen op speeksel in vloei-
stofcultuur werd beïnvloed door de donor waarvan het speek-
sel werd verkregen (resultaten hier niet weergegeven). Om 
deze variabiliteit te compenseren, werd in alle gevallen ge-
bruik gemaakt van gemengd speeksel dat afkomstig was van 
7-10 proefpersonen. Het zou niettemin interessant zijn om 
de groei van de plaqueflora op individuele speeksels te be-
studeren. In eerste instantie is er echter voor gekozen om 
met gepoold speeksel te werken. Naast individuele verschil-
len in de samenstelling van het speeksel bestaat er ook ver-
schil in de samenstelling van de plaqueflora van verschil-
lende personen. In tabel 4.2 is te zien dat de gemiddelde 
opbrengst van de plaquemonsters afkomstig van een tiental 
proefpersonen, op speeksel-agar ongeveer 50 % van die op 
bloed-agar bedroeg. Vergeleken met de opbrengst op TSY-agar 
en nutriënt-agar was die op speeksel-agar maar weinig lager. 
Het verschil in opbrengst tussen plaquemonsters afkomstig 
van verschillende proefpersonen was niet buitensporig en va-
rieerde van 22-77 % (tabel 4.2). Bij de opzet van de verde-
re experimenten is gekozen voor het poolen van tandplaque 
om een zo representatief mogelijk monster te krijgen. Deze 
tandplaque werd steeds verzameld bij dezelfde drie proefper-
sonen. 
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Dithiothreitol (DTT) werd toegevoegd om de vorming van zwa-
4 
velbruggen tussen de glycoprotelnemoleculen te voorkomen. 
Blootstelling van het speeksel aan de lucht bevordert de 
vorming van -S-S-bruggen, door oxidatie van -SH-groepen, 
waardoor de viscositeit van het speeksel sterk toeneemt. 
DTT reduceert deze -S-S-bruggen weer. Vanaf concentraties 
van 2,5 mmol/l DTT is het speeksel door viscositeitsverla-
ging gemakkelijk filtreerbaar. DTT-concentraties hoger dan 
1,0 mmol/l, verminderden echter de groei-opbrengst (afbeel­
ding 4.1). Door toevoeging van katalase kon de remmende 
werking van DTT gedeeltelijk teniet worden gedaan (afbeel­
ding 4.1) . 
Door Carlsson zijn waarnemingen gedaan die deze resultaten 
misschien kunnen verklaren. Hij vond namelijk dat cysteine 
celdodend kan werken in aanwezigheid van 0-. Onder invloed 
van metaalionen wordt uit cysteine en O., H_0. gevormd, een 
voor veel micro-organismen uitermate toxische verbinding. 
Uit DTT en O. zou via een soortgelijke reactie H_0_ kunnen 
worden gevormd. 
Door toevoeging van katalase wordt al het Η,Ο- dat wordt ge­
vormd, onmiddellijk weer afgebroken. Naast het H.O. dat 
eventueel uit DTT en 0_ wordt gevormd, kan ook Η,Ο, worden 
gevormd uit NADH en 0. door op de speekselplaat groeiende 
2 13 Streptococcen. ' Een complicatie bij de verklaring van 
het effect van DTT en katalase op de groei-opbrengst vormt 
de aanwezigheid van het lactoperoxidase-systeem in het 
speeksel. ' 
Via de reactie: 
SCN" + н2о2-«- 0SCN~ + H 2O 
lactoperoxidase 
wordt door het enzym lactoperoxidase in de aanwezigheid van 
H.O-, de metabole remmer hypothiocyaniet (OSCN ) gevormd. 
In aanwezigheid van een overmaat H,0_ kan uit OSCN het nog 
3 giftiger cyaanzwaveligzuur worden gevormd. Een ander moge-
75 
lijk effect van katalase zou dus kunnen zijn dat door het 
wegvangen van H-O, deze reeks reakties wordt voorkomen. An-
derzijds is ook bekend dat DTT de werking van het lactoper-
oxidase-systeem kan blokkeren. 
De afbraak van het langs verschillende wegen gevormde H-O, 
en daaraan gekoppeld het voorkomen van de vorming van OSCN-
door het lactoperoxidase-systeem, vormt waarschijnlijk ook 
de grotere kolonies op de speeksel-agarplaten met katalase 
(afbeelding 4.2). 
Soms werd een lagere groei-opbrengst waargenomen wanneer 
speeksel-agarplaten gedurende langere tijd waren blootge-
steld aan de lucht. Dit effect is verder niet onderzocht, 
maar waarschijnlijk is het een gevolg van het ontstaan van 
toxische oxidatieprodukten. Om dit te voorkomen, werden de 
speeksel-agarplaten direct na het stollen beent en zo snel 
mogelijk geïncubeerd onder anaerobe condities. 
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DE GROEI VAN DE TANDPLAQUE OP 
SPEEKSEL-AGAR 
5.1 Inleiding 
In een vorig hoofdstuk is aangetoond dat het speeksel een 
geschikte voedingsbodem is voor de mondflora. Tot nu toe is 
echter maar weinig systematisch onderzoek gedaan naar de 
identificatie van micro-organismen uit tandplaque die speek-
26 sel als substraat kunnen gebruiken. Williams en Powlen 
lieten zien dat humaan parotis speeksel als enig substraat 
kan dienen voor Candida albicans, een Lactobacillus-species, 
en Staphylococcus aureus. Uit onderzoek van Cowman is be-
kend dat S. mutans en S. sanguis en, in mindere mate 
S. salivarius en S. mitior, speekseleiwitten kunnen gebrui-
ken om de voor hun groei noodzakelijke aminozuren te ver-
krijgen. Leach en Hayes toonden aan dat een belangrijk 
deel van de populatie van de mondbacteriën in staat was te 
groeien op, door verhitting tot 60 "C gesteriliseerd, speek-
sel. Het grootste deel van hun isolaten bestond uit Gram-
positieve coceen, daarnaast vonden zij vele Gram-positieve 
en Gram-negatieve staven en enkele Gram-negatieve coceen. 
Een verdere identificatie van deze isolaten werd echter niet 
uitgevoerd. 
In dit hoofdstuk zal worden nagegaan welke soorten plaque-
bacteriën op speeksel kunnen groeien. Voor dit doel, werd 
een gepoold supragingivaal plaquemonster van drie proefper-
sonen uitgeplateerd op zowel speeksel- als bloedagarplaten. 
Van beide type platen werden van een geschikte verdunning 
alle kolonies geïsoleerd en geïdentificeerd. 
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5.2 Materiaal en methoden 
5.2.1 Media 
Speeksel- en bloedagar werden vervaardigd volgens de reeds 
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eerder beschreven methode. Naast deze voedingsbodems wer-
den de volgende media gebruikt: TPÏ-broth van de volgende 
samenstelling: Trypticase Peptone (BBL) 20 g/l, yeast ex-
tract (Difco) 10 g/l en D( + )-glucose (Baker) 20 g/l; PYG-
broth, bereid volgens het voorschrift uit het "Anaerobe 
Laboratory Manual". Sucrose medium volgens het voorschrift 
van API; Tripticase (Difco) 15 g/1. Soya Peptone (Oxoid) 
5 g/1, NaCl 5 g/1, Sucrose 50 g/1 en Bacto-agar (Difco) 
20 g/1. De pH van dit medium was 7,2-7,4. 
5.2.2 Het plaquemonster 
Het gebruikte gepoolde plaquemonster was afkomstig van de 
gladde vlakken en fissuren van de M.. id van 3 proefpersonen. 
De plaque werd verzameld door met een subdermale-naald (12 
χ 0,04 mm) langs de gladde vlakken en door de fissuren te 
schrapen. De naalden met de plaquemonsters werden in een met 
steriel speeksel (zonder toevoegingen) gevulde buis gedaan. 
Het plaquemonster werd ultrasoon gehomogeniseerd gedurende 
30 sec bij 0 'С met behulp van een Kontes K-881440 cell 
-3 
disruptor voorzien van een microtip en na verdunning (10 , 
-4 -5 10 ,10 ) uitgespateld op de speeksel-en bloedagarplaten. 
Na het uitplateren van het monster werden de platen geduren­
de 3 dagen bij 37 0C onder anaerobe condities in een atmos­
feer van N. (90 % ) , C0 2 (6 %) en H 2 (4 %) geïncubeerd. 
5.2.3 De isolatieprocedure 
Na 72 uur anaerobe incubatie werden alle kolonies van de 
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speeksel- en bloedagarplaten waarop de 10 -verdunning van 
het plaquemonster was uitgeplateerd, geïsoleerd. De kolo-
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nies werden op de laboratoriumtafel afgeënt op bloedagar 
onder een binoculaire microscoop bij een 15-voudige vergro-
wing. Afbeelding 5.1 geeft de gevolgde werkwijze weer. De 
verkregen reincultures werden overgeënt op steriele skim-
milk (Difco) en bewaard bij -70 "С. De reinculturen werden 
ook overgeënt op een buis met 5 ml TPY 0,2 % glucose. Na 24 
uur groei op ТРУ 0,2 % glucose onder anaerobe condities in 
een atmosfeer van N, (90 % ) , CO_ (6 %) en H_ (4 %) werd een 
Gram-preparaat gemaakt. Van micro-organismen die niet groei­
den op TPY 0,2 % glucose, werden Gram-preparaten vervaardigd 
van verse kolonies op bloedagar. Met behulp van de Gram-pre­
paraten werden de micro-organismen volgens hun microsco­
pische morfologie verdeeld in de volgende groepen: Gram-
positieve en Gram-negatieve staven, Streptococcen, overige 
Gram-positieve coceen en Gram-negatieve coceen. 
5.2.4 De identificatieprocedure 
De identificatie van de geïsoleerde stammen vond groten-
deels plaats met behulp van de API 20A- en API 20 Strep-
systemen (API-system S.A., Montalieu-Vercieu, France). De 
Streptococcen werden geïdentificeerd met behulp van het API 
20 Strep-systeem. Dit systeem bevat de volgende tests: ace-
toïneproductie uit pyruvaat, hydrolyse van hippuraat, escu-
line, pyrrolidonyl-2-naphthyl-amide, б-Вг-2-naphthyl-a-D-
galactopyranoside, naphthol AS.В.. ß-D-glucoronaat, 2naphthyl-
g-D-galactopyranoside, 2naphthylfosfaat, L-leucyl-2-naph-
thylamide en arginine. Fermentatie van ribose, L-arabinose, 
mannitol, sorbitol, lactose, threhalose, inuline, raffinóse, 
zetmeel en glycogeen. Daarnaast werd van alle Streptococcen 
de polysacharideproductie uit sucrose getest op de door de 
fabrikant aanbevolen sucrose-agar. Gram-positieve en kata-
lase-positieve coceen die aëroob op bloedagar groeiden en 
er onder de microscoop uitzagen als clusters van sterk ge-
kleurde regelmatige coceen, werden geclassificeerd als 
Micrococcus- of Staphylococcus-soorten, mede op basis van 
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Afbeelding 5.1: De gevolgde werkwijze vanaf het nemen van 
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groei en zuurproductie (pH-daling) in anaëroob geïncubeerde 
TPY met 0,2 % glucose. De Gram-negatieve coceen werden geï-
dentificeerd met behulp van de volgende tests: microsco-
pische morfologie in Gram-preparaten, oxidase-activiteit, 
nitraatreductie, anaerobe groei op bloedagar, aerobe groei 
met C0_ (5 %) op bloedagar en anaerobe groei op Veillonella-
agar (Difco, Detroit, Mich., U.S.A.). 
De identificatie van de Graro-positieve en Gram-negatieve 
staven werd uitgevoerd met behulp van het API 20A-(anae-
robe) systeem. Het API 20A-systeem bevat de volgende tests: 
omzetting van tryptophaan in indol, hydrolyse van ureum, 
gelatine en esculine en de fermentatie van glucose, roanni-
tol, lactose, saccharose, maltose, salicine, (D+)xylose, 
(L+)arabinose, glycerol, cellobiose, mannose, melezitose, 
raffinóse, sorbitol, rhamnose en threhalose en de aanwezig-
heid van katalase-activiteit. Daarnaast werden de micro-or-
ganismen getest op aerobe en anaerobe groei op bloedagar. 
Na de groei op PYG-bouillon werden de O.D. 550 en de pH ge-
meten en de fermentatieprodukten bepaald volgens het voor-
schrift in het "Anaerobe Laboratory Manual". De vluchtige 
vetzuren werden bepaald na extractie en derivatisering met 
N-trimethylsilylimidazole (TSIM) (Pierce 88623), volgens de 
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methode van Mamer en Gibbs met n-valeriaanzuur als inter-
ne standaard. De niet-vluchtige vetzuren werden bepaald na 
derivatisering met Tri-Sil-Z (Pierce 49230) in pyridine, 
met glutaarzuur als interne standaard. Alle analyses werden 
uitgevoerd op een Becker 419 gaschromatograaf. Kolom: Chro-
mosorb W(HP) 80-100 mesh, 3 % OV17. Lengte 2 m. Drager-
gas: stikstof 9 ml/min. Temperatuurprogramma: 40-160 "C 
(5 "C/min). Detectie: vlamionisatie. 
5.3 Resultaten 
De grootte van de kolonies op de speeksel-agarplaten was in 
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Tabel 5.1: Overzicht van de geïsoleerde en geïdentificeerde 
micro-organismen. 
maakte het gebruik van een binoculaire microscoop bij het 
afenten van de kolonies voor de reinkweken noodzakelijk. 
Tabel 5.1 geeft een totaal overzicht van alle stammen die 
vanaf de speeksel-agar- en de bloedagarplaten werden geïso-
leerd en geïdentificeerd. 
De samenstelling van de microflora die werd geïsoleerd van 
speeksel-agar, leek sterk op die van de microflora op bloed-
agar. De belangrijkste soorten in deze flora, Streptococcen 
84 
en Actinomyceten, werden met uitzondering van A. odontoly-
ticus in iets lagere aantallen geïsoleerd van speeksel- dan 
van bloedagar. Een aantal micro-organismen zoals lactobacil-
len, rothia, bacterionema, corynebacterivm, micrococcus, 
moraxella en neisseria, die normaal in lage aantallen in 
plaque of op de slijmvliezen worden aangetroffen, werden 
ook van speeksel-agar geïsoleerd. Andere soorten die in 
lage aantallen op bloedagar werden aangetroffen, zoals 
S. mutans, S. milleri, Capnocytophaga en Gemella species, 
werden niet op speeksel-agar gevonden. Er werden géén 
Veillonella-soorten aangetroffen. Van de geïdentificeerde 
Neisseria-soorten, werden enkele representatieve stammen 
naar het Rijksinstituut voor de Volksgezondheid en Milieu-
hygiëne (RIVM) gestuurd, ter bevestiging van de door ons ge-
vonden identificatie. Deze stammen werden alle geïdentifi-
ceerd als Neisseria sicca. In het databestand van het API 
20A-systeem waren geen soorten opgenomen van de geslachten 
Rothia, Bacterionema en Capnocytophaga. Deze organismen kon-
den echter worden geïdentificeerd met tests uit het API 
20A-systeem, aangevuld met gegevens over de geproduceerde 
fermentatieprodukten en de microscopische koloniemorfologie 
en groei op bloedagar onder aerobe en anaerobe condities. 
Ook van deze organismen werden enkele representatieve stam-
men ter bevestiging van de identificatie naar het RIVM ge-
stuurd. Alle isolaten van micro-organismen uit de geslach-
ten Corynebacterium, Gemella en Moraxella werden door het 
RIVM geïdentificeerd. 
5.4 Discussie 
Voor de identificatie van de isolaten uit dit onderzoek is 
voornamelijk gebruik gemaakt van het API 20 Strep en het 
API 20A (anaerobe) systeem, aangevuld met microscopische 
morfologie, Gramkleuring en bij een deel van de isolaten 
met een gaschromatografische bepaling van de fermentatiepro-
dukten. Het gebruik van de API-systemen biedt een aantal 
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voordelen; ze zijn eenvoudiger en minder arbeidsintensief 
in het gebruik dan de klassieke identificatieprocedures en 
het gebruik is gemakkelijk te standaardiseren. 
Met behulp van beide API-systemen en de aanvullende tests 
konden 475 (89,5 %) van de 531 isolaten rechtstreeks worden 
geïdentificeerd. Daarnaast konden met behulp van de tests 
uit het API 20A-systeem nog 12 stammen worden geïdentifi-
ceerd (uit de geslachten Rothia, Bacterionema en Capno-
cytophaga) die niet in de database van de API 20A-systeem 
voorkwamen. De overige 27 geïdentificeerde isolaten werden 
met behulp van eenvoudige tests slechts tot op geslachts-
niveau geïdentificeerd (Staphylococcus, Micrococcus en 
Neisseria) of werden ter identificatie naar het RIVM gezon-
den. Van het totaal van 531 isolaten gingen er slechts 17 
verloren (3,2 %) of konden niet worden geïdentificeerd. 
Het API 20 Strep-systeem, in de Verenigde Staten verkocht 
onder de naam Rapid Strep, is een redelijk betrouwbaar 
systeem voor de identificatie van viridans (vergroenende) 
Streptococcen. Bij tests met klinische isolaten werd gevon-
den dat 90 % van de viridans Streptococcen met het API 20 
2 8 23 Strep-systeem juist werd geïdentificeerd. ' ' Van de 
S. sanguis I-, S. sanguis II- (S. mitior-) , S. mutans- en 
g 
S. mitis-stammen werd zelfs 100 % juist geïdentificeerd. 
Afgezien van éin S. milleri-stam werden juist deze soorten 
in dit onderzoek gevonden; er mag dus van worden uitgegaan 
dat de identificatie van de Streptococcensoorten in hoge 
mate betrouwbaar is geweest. 
Het API 20A-systeem is in combinatie met andere gegevens, 
zoals gaschromatografie van fermentatieprodukten, de Gram-
reactie en de microscopische en koloniemorfologie, een goe-
de methode voor de identificatie van klinische isolaten van 
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anaeroben. ' ' ' ' Het grootste deel van de met het 
API 20A-systeem geïdentificeerde soorten behoorde tot het 
9 
geslacht Actinomyces; sommige auteurs hadden echter juist 
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bij deze groep moeilijkheden bij de identificatie. Een be-
langrijke oorzaak hiervoor is dat bij de Actinomyceten de 
suikerfermentaties door een geleidelijke kleuromslag van 
paars via bruin naar geel in de API 20A-strip, moeilijk te 
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interpreteren zijn. ' ' Met behulp van een aantal refe-
rentiestammen en nadat enige ervaring was opgedaan, bleek 
de API 20A-strip toch ook voor Actinomyceten goed af te le-
zen. Voor een goede aflezing van de esculinehydrolyse was 
het noodzakelijk een UV-lamp te gebruiken. De op deze wijze 
geïdentificeerde Actinomyces-stammen voldeden ook wat hun 
verdere eigenschappen betrof aan de beschrijving van de des-
24 betreffende species in de literatuur. 
Van speeksel-agar werden in het algemeen dezelfde soorten 
geïsoleerd als van bloedagar, zij het in wat lagere aantal-
len. De belangrijkste micro-organismen in het tandplaquemon-
ster waren S. sanguis I en S. sanguis II en Actinomyces vis-
cosus. In tabel 5.2 wordt de procentuele samenstelling van 
het gepoolde supragingivale plaquemonster vergeleken met de 
gemiddelde samenstelling van de fissuur- en approximale 
plaqueflora. Uit deze tabel kan geconcludeerd worden dat 
de dominante flora, zoals die geïsoleerd is uit fissuur- en 
approximale plaque, bestaat uit organismen die ook als domi-
nante flora geïsoleerd zijn van de speekselplaten. Opval-
lend is dat S. mutans in het in dit experiment gebruikte 
monster slechts in zeer lage aantallen voorkomt, maar het 
is bekend dat juist het voorkomen van dit organisme sterk 
kan variëren van persoon tot persoon en duidelijk is gerela-
teerd aan de toestand van het gebit en het suikergebruik. 
De plaque die wij voor dit experiment gebruikt hebben, was 
afkomstig van tandartsassistentes met goed gesaneerde denti-
ties en uitstekende mondhygiëne. Dit vormt een goede verkla-
ring voor de lage aantallen van S. mutans in de plaque. 
Actinomyces odontolyticus, op speeksel-agar de op één na 
meest voorkomende soort, werd slechts één maal geïsoleerd 
van bloedagar. Dit komt overeen met de literatuurgegevens 
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Tabel 5.2: Vergelijking van de procentuele samenstelling 
van het gepoolde supragingivale plaquemonster 
uit dit onderzoek, met de gemiddelde samenstel-
ling van de approximale en fissuurplaque. 
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samengevat in tabel 5.2. Een verklaring voor het grote aan-
tal isolaten van speeksel-agar zou kunnen zijn dat A. odon-
tolyticus direkt voordeel heeft bij de aanwezigheid van het 
reducerende agens dithiothreitol (DTT) in de speeksel-agar. 
Bekend is dat A. odontolyticus relatief gevoelig is voor O-
tijdens het uitplateren van plaquemonsters (Schaeken, 
M.J.M., unpublished data). 
De verwerking van de plaquemonsters en de isolatie van de 
micro-organismen is gedaan op de laboratoriumtafel onder 
aerobe omstandigheden. Dit is er zeer waarschijnlijk de 
oorzaak van dat anaërobe micro-organismen als Bacteroides-
soorten en Fusobacteriën, die beide tot de normale micro-
flora in de supragingivale tandplaque behoren, in het ge-
heel niet werden geïsoleerd. 
Tabel 5.1 laat tevens zien dat enkele micro-organismen, zo-
als S. mitis, A. meyeri, R. dentocariosa, B. matruchotti, 
C. xerosis. Staphylococcus en Micrococcus spp., Moraxella 
en Neisseria spp. zowel op speeksel-agar als op bloedagar 
in zeer lage aantallen voorkwamen. Hoogst waarschijnlijk 
zijn deze bacteriën ook in zeer lage aantallen in het 
plaquemonster aanwezig geweest. Bacteriesoorten zoals 
Gemella, Moraxella en Neisseria zijn micro-organismen die 
veel worden aangetroffen op de slijmvliezen van de luchtwe-
gen. Ze behoren niet tot de normale plaqueflora, maar groei-
den gedeeltelijk wel op speeksel-agar. 
Samenvattend mag op basis van deze gegevens worden geconclu-
deerd dat de dominante microflora in de supragingivale tand-
plaque en daarnaast een groot aantal minder vaak geïsoleer-
de mondbacteriën op speeksel-agar groeien. Deze conclusie 
sluit goed aan bij de waargenomen hoge groeisnelheid van 
3 4 
micro-organismen op elementen van vastende ratten ' en de 
snelle afbraak van speekseleiwitten en glycoproteïnen door 
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DE GROEI VAN MONDBACTERIËN IN 
OPHOPINGSCULTURES OP SPEEKSEL 
6.1 Inleiding 
Tandplaque is een heterogeen ecosysteem, waarin een groot 
aantal nauw verwante soorten micro-organismen naast elkaar 
8 9 10 
voorkomen. Door Van Os e.a. ' ' is aangetoond dat een 
groot deel van de tandplaquebacteriën op speeksel kan groei-
en. Er is echter nog maar weinig onderzoek gedaan naar de 
wijze waarop afzonderlijke soorten bacteriën de speekselei-
witten en -glycoproteïnen afbreken en als substraat gebrui-
ken. Door Cowman e.a. is aangetoond dat verschillende soor-
ten orale Streptococcen ieder specifieke speekseleiwitten 
afbreken. In de mond zijn echter niet de eiwitten, maar de 
koolhydraten (onder andere uit de speekselglycoproteïnen) 
4 
beperkend voor de groei van de microflora. In de microbië-
le ecologie wordt het naast elkaar voorkomen van verschil-
lende soorten bacteriën vaak verklaard door competitie om 
deze groeibeperkende substraten. Dat wil zeggen dat de sa-
menstelling van de tandplaque, althans gedeeltelijk zou kun-
nen worden verklaard als kan worden aangetoond dat diverse 
soorten plaquebacteriën verschillende soorten speekselglyco-
proteïnen afbreken, of dat er onderscheid bestaat in de mi-
lieucondities waaronder de diverse plaquebacteriën optimaal 
van de speekselglycoproteïnen gebruik kunnen maken. 
In de microbiologie bestaan verschillende methoden om in-
zicht te krijgen in de wijze waarop diverse soorten bacte-
riën zich in een ecosysteem handhaven. Eén methode is de zo-
genaamde ophopingscultuur. Dit is een cultuur in een vloei-
baar medium waarin een mengpopulatie onder gelimiteerde om-
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standigheden groeit. Zo kan men bijvoorbeeld de invloed van 
de pH, de mediumsamenstelling en temperatuur variëren en 
hun invloed op het gedrag van de mengpopulatie bestuderen. 
Kenmerkend voor een ophopingscultuur is dat de organismen 
die het best zi]n aangepast aan de condities die in de cul-
tuur heersen, sneller groeien dan andere in de cultuur aan-
wezige micro-organismen en daardoor op den duur kwantita-
tief de overhand krijgen. 
Men onderscheidt twee soorten ophopmgscultures: gesloten 
en open systemen. Bi] de gesloten ophopingscultuur worden 
de bacteriën geënt in een vast volume van een bepaald me-
dium en blootgesteld aan een bepaalde temperatuur, pH, gas-
fase, etc. Na beënting van de cultuur beginnen de organis-
men te groeien door gebruik te maken van nutriënten uit het 
medium en van metabole produkten van andere bacteriën. In 
een gesloten systeem zal het micro-organisme (of zullen de 
micro-organismen) met de hoogste maximale groeisnelheid op 
het desbetreffende medium, gaan overheersen. Tn tegenstel-
ling tot het gesloten systeem, wordt het medium bi] het 
open systeem (de zgn. continu-cultuur) via pompen aan- en 
afgevoerd. De groeisnelheid (μ) m de continu-cultuur is ge­
lijk aan de verdunningssnelheid (D) van het medium. Bacte­
riën die langzamer groeien dan de ingestelde verdunnings-
snelheid, worden uit de cultuur gespoeld. Bij deze vorm van 
ophopingscultuur is het echter wel mogelijk om door de keu-
ze van de verdunmngssnelheid ook de langzaam groeiende 
micro-organismen te bestuderen. In afbeelding 6.1 wordt dit 
principe nog eens verduidelijkt. Hier is de groeisnelheid 
(μ) van twee bacteriën A en В op een bepaald medium uitge­
zet tegen de concentratie (S) van het groeibeperkend sub­
straat in de cultuurvloeistof. In een gesloten systeem is 
de "ïubstraatconcentratie, tot vlak voor het einde van de 
groei, altijd hoog (groter dan ST) . Onder deze condities 
wordt organisme В altijd dominant in de ophopingscultuur, 
doordat dit organisme sneller kan groeien (een hogere μ 
max 
heeft), dan organisme A. 
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Afbeelding 6.1: De groei van twee soorten micro-organismen 
in een continu-cultuur. 
Sjn S|jB SjA 
In een open systeem ligt de situatie anders. Bij hoge ver-
dunningssnelheden (D = μ.) , wordt organisme A uitgespoeld 
doordat de verdunningssnelheid (wT) in de cultuur hoger is 
dan de maximale groeisnelheid van micro-organisme Α (μ
 д
) . 
Bij een wat lagere verdunningssnelheid (D = y T T) kan orga­
nisme В bij een lagere substraatconcentratie ( S B ) groeien 
dan organisme A ( S A ) . Hierdoor zal organisme В organisme 
A uit de cultuur gaan verdringen. Bij een nog lagere ver­
dunningssnelheid (D = μ
τ τ τ
) is de situatie omgekeerd en kan 
organisme A bij de laagste substraatconcentratie (STTT) 
groeien en daardoor dominant worden in de mengcultuur. 
Als er meerdere soorten substraten in het medium aanwezig 
zijn, wordt de situatie wat ingewikkelder. In principe zou 
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op elk afzonderlijk substraat een micro-organisme in de cul-
tuur kunnen overleven. 
In het in dit hoofdstuk beschreven pilot-experiment is geko-
zen voor een gesloten ophopingscultuur van tandplaquemicro-
organismen in speeksel, omdat voor het uitvoeren van een 
continu-cultuur grote hoeveelheden speeksel nodig zijn. Doel 
van dit onderzoek was na te gaan welke plaquemicro-organis-
men zouden gaan overheersen in de ophopingscultuur. Deze 
zelfde organismen kunnen dus ook het snelst op speeksel 
groeien. Tevens werd in dit onderzoek de afbraak van de 
speekselglycoproteïnen en -eiwitten en de vorming van meta-
bole produkten bestudeerd. 
6.2 Materiaal en methoden 
6.2.1 Media 
Bij dit experiment werd gebruik gemaakt van bloedagar en 
van de vloeibare media TPY-broth en speeksel. De bloedagar-
platen bevatten de volgende ingrediënten: 25 g/l Brain Heart 
Infusion (Difco), 10 g/l Bacto-peptone (Difco), 2 g/l Bacto-
agar (Difco) en 1 g/l KNO,. Na hitte-sterilisatie werd de 
agar in een warm waterbad gekoeld tot 56 "C, waarna per li-
ter 100 ml gedefibrineerd schapebloed werd toegevoegd. Na 
menging werden de platen gegoten. 
De TPY-broth was als volgt samengesteld: 20 g/l Tripticase 
peptone (BBL), 10 g/l Yeast extract (Difco) en 20 g/l (D+)-
glucose (Baker). 
Het speeksel dat voor dit experiment werd gebruikt, werd 
verzameld bij 7 proefpersonen door kauwen op paraffine-was. 
Aan het speeksel werd 2,5 mmol/1 Dithiothreitol (DTT) toe-
gevoegd. Het speeksel + DTT werd gedurende 10 min geroerd, 
waarna het werd afgedraaid bij 48000 g en 4 "C gedurende 10 
min. Het supernatant werd filtergesteriliseerd met 0,2 pm 
filters (Schleicher en Schuil, FPO 30/3) en in 5 ml porties 
verdeeld in van schroefdop voorziene buizen. De buizen met 
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speeksel werden ingevoerd in een anaerobe kast met een at-
mosfeer van N2 (90 % ) , C02 (6 %) en H2 (4 % ) . Alle voor dit 
experiment gebruikte media werden gedurende minimaal 12 uur 
geprereduceerd in de anaerobe kast, waarin cok alle werk-
zaamheden werden verricht. 
6.2.2 Het plaquemonster 
Voor het beënten van de eerste buis met speeksel, werd 
supragingivale plaque gebruikt die afkomstig was van één 
proefpersoon. De plaque werd verzameld met behulp van een 
subdermale naald (12 χ 0,04 mm), disto-bucaal van de hoek­
tand rechtsonder. De eerste buis werd onder aerobe omstan­
digheden beent en daarna onmiddellijk in de anaerobe kast 
ingevoerd en daarin gedurende 48 uur bij 37 0C geïncubeerd. 
6.2.3 Ophopingscultuur en bacteriologische monstername 
Na 4 8 uur werd 0,20 ml van de eerste cultuur overgeënt naar 
de volgende buis, daarna werd telkens na 24 uur overgeënt. 
Na 5 of 6 opeenvolgende stappen werd de ophoping beëindigd. 
Alvorens over te enten werd de cultuur gedurende 30 sec ge-
homogeniseerd met behulp van een vortex. Tevens werden uit 
de oude cultuur monsters genomen, die in verdunningen van 
10 , 10 en 10 werden uitgeplateerd op bloedagar. Dit 
werd ook gedaan bij de eerste buis (B.), direct na beënting 
met het plaquemonster. De platen werden gedurende 48-72 uur 
geïncubeerd in de anaerobe kast. Ná bacteriologische mon-
stername werden de culturen uit de anaerobe kast uitgevoerd 
en werden de pH en OD gemeten, waarna de cultuur gedurende 
10 min werd afgedraaid bij 48000 g bij 4 °C. 
6.2.4 De isolatieprocedure 
Van de Ie, 4e en 6e stap van de ophopingscultuur werden van 
een geschikte verdunning op bloedagar, telkens ± 30 kolo-
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nies ad random geïsoleerd en reingekweekt op geprereduceer-
de bloedagar. De verkregen reincultures werden overgeent op 
skim-milk (Difco) en bewaard bij -70 "C. Naast deze ad 
random isolatieprocedure werd een totaaltelling van alle 
platen uitgevoerd, waarbij de micro-organismen werden gedif-
ferentieerd naar koloniemorfologie. Van ieder kolonietype 
werden er een aantal geïsoleerd en geïdentificeerd met be-
hulp van dezelfde procedure als beschreven voor de ad random 
isolaten. 
6.2.5 De identificatieprocedure 
De geïsoleerde en reingekweekte kolonies werden na 48 uur 
overgeent op TPY 0,2 % glucose. Na 24 uur anaerobe incubatie 
werden Grampreparaten gemaakt vanuit de cultuur op TPY 0,2 % 
glucose. Van stammen die niet op TPY 0,2 % glucose groeiden, 
werden Grampreparaten gemaakt van een verse kolonie (48 uur) 
op bloedagar. Op basis van deze preparaten werden de micro-
organismen verdeeld in: Gram-positieve en Gram-negatieve 
staven, Streptococcen en overige Gram-positieve coceen en 
Gram-negatieve coceen. 
De identificatie van de geïsoleerde stammen vond plaats met 
behulp van de API 20A- en API 20 Strep-systemen, volgens 
een reeds eerder beschreven procedure. Het inzetten, incu-
beren en aflezen van de strips geschiedde in de anaerobe 
kast. Zonodig werden zoals al eerder is beschreven aanvul-
lende tests uitgevoerd. 
6.2.6 Analyses 
In het afgedraaide supernatant van de ophopingscultures wer-
den de volgende koolhydraten bepaald: pentoses, siaalzuur, 
galactosamine, totaalhexosamine en hexoses. Siaalzuur werd 
14 bepaald volgens de methode van Warrek. Het pentosegehalte 
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werd bepaald volgens de methode van Gibbons en Evans . 
Galactosamine en totaal hexosamines werden bepaald volgens 
7 de methode van Ludowieg en Benmaman. Het totaalgehalte 
hexoses werd bepaald volgens de methode van Whistier. 
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6.3 Resultaten 
Na de eerste twee stappen bereikte de ophopingscultuur na 
24 uur een O.D. 550 nm van i 0,34, de pH was 7,2. In latere 
stappen van de ophopingscultuur bleven de OD en pH gelijke 
waarden houden, ook een verlenging van de incubatietijd tot 
72 uur resulteerde niet in een verdere verandering van de 
O.D. en pH. De resultaten van de identificatieprocedure van 
de ad random geïsoleerde micro-organismen afkomstig uit de 
4e (B.) en 6e (B,) buis van de ophopingscultuur en uit het 
plaquemonster (B.) zijn weergegeven in tabel 6.1. Zoals eer-
der in dit hoofdstuk is beschreven, werd ook een telling 
uitgevoerd waarbij de micro-organismen werden gedifferen-
tieerd op koloniemorfologie. De verschillende kolonietypes 
werden apart geteld. Van ieder kolonietype werd een aantal 
stammen geïsoleerd en geïdentificeerd. De resultaten hiervan 
zijn weergegeven in tabel 6.2. De dominante soorten in de 
ophopingscultuur waren: Streptococcus sanguis II (S. mitior) 
en Peptostreptococcus micros, daarnaast werden aanzienlijke 
aantallen Fusobacterium nucleatum. Gemella haemolysans en 
Streptococcus mitis gevonden. 
Naast de isolatie en identificatie van de verschillende ko-
lonietypen, werd het koolhydraatgehalte in de verschillende 
cultures bepaald. Om voldoende materiaal te hebben voor de 
koolhydraatbepalingen werden telkens twee buizen samenge-
voegd. Buis 2 en 3 (stap 2 en 3 van de ophopingscultuur) 
werden evenals buis 4 en 5 gecombineerd. Buis 1, de eerste 
stap van de ophopingscultuur was in duplo ingezet en beide 
buizen werden samengevoegd. De resultaten van de koolhy-
draatbepalingen zijn weergegeven in tabel 6.3. Uit deze ta-
bel blijkt dat supragingivale tandplaquemicro-organismen in 
staat zijn om koolhydraten uit de speekselglycoproteïnen, 
voor een groot deel af te breken. Siaalzuur werd voor i 99 % 
verbruikt, galactosamine evenals de hexoamines voor ± 80 % 
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De samenstelling werd bepaald door uit iedere cultuur ad 
random ± 30 stammen te isoleren (zie tekst). 
Tabel 6.1: Samenstelling van de microflora in buis 4 en 6 
van de ophopingscultuur en in het plaquemonster. 
het iso-electrofocussingpatroon van de speekseleiwitten op 
een polyacrylamidegel (10,2 %) pH 3,5 tot 9,5 te zien. Hier-
uit kan worden afgeleid dat in de ophopingscultuur alle 
speekseleiwitten volledig worden afgebroken. 
100 
aantal C.F.U.* en percentage 
species B 2 (%) B 3 (%) B^ (%) B 5 Ь) Bg (%) 
Streptococcus sanguis II 











































































* De samenstelling van de microflora werd bepaald door op iedere plaat gedifferentieerd naar 
koloniemorfologie te tellen. Van elke plaat werden een aantal representatieve kolonies 
geïsoleerd en geïdentificeerd. 
** voorlopige identificatie. 
















32,7 ± 0, 
0,2 ± 0, 







60,4 ± 4,8 
8,4 i 0,0 
15,0 ± 1,1 
totaal 
hexosamine 
137,3 ± 2,4 
24.6 ± 0,7 
29.7 + 2,7 
totaal 
hexose 
137,3 ± 20,0 
7,3 ± 0,6 
8,3 ± 1,5 
15,6 ± 1,5 
Tabel 6.3: Het gehalte aan koolhydraten in het supernatant van de verschillende buiscultures. 
Het gehalte is weergegeven in iig/ml supernatant. 
o 
Afbeelding 6.2: Iso-electrofocussing van speekseleiwitten, 
voor en na groei van ophopingscultures. De 
gebruikte gels waren Polyacrylamide gels 
van LKB met een gel-concentratie van 5 % en 
3 % cross-linkage. 
Het pH-bereik was 3,5-9,5 (ampholine). De 
eiwitten werden na focussing gekleurd met 
Coomassie brilliant blauw. 
1 Speeksel na centrifugatie; 2 en 3 speek-
sel na filtersterilisatie; 4 en 15 onbeënt 
steriel speeksel 7 dagen bewaard bij 4 0C; 
5 en 14 onbeënt steriel speeksel 7 dagen be-
waard bij 37 °C; 6 t/m 9 supernatant van de 
derde buis van de ophopingscultuur na groei; 
10 t/m 13 supernatant van de 5e buis van de 
ophopingscultuur na groei. 
* tí"' 
«iE ». 
1 2 3 4 5 6 7 
Uit tabel 6.1 blijkt dat de dominante microflora in de opho-
pingscultuur bestaat uit Streptococcus sanguis II, Pepto-
streptococcus micros en Fusobacterium nucleatum. Tabel 6.2 
geeft een bijna identiek beeld te zien als tabel 6.1. Hier 
bestaat de dominante flora uit Streptococcus sanguis II, 
Peptostreptococcus micros, Fusobacterium nucleatum en Ge-
mella hemolysans. Streptococcus mitis I is vanaf buis 2 t/m 
buis 4 in aanzienlijke aantallen aanwezig maar neemt later 
weer in aantal af (tabel 6.1 en 6.2). Enkele in tabel 6.2 
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genoemde organismen worden niet aangetroffen in tabel 6.1. 
Dit zou een gevolg kunnen zijn van de gevolgde ad random 
isolatieprocedure, waarbij organismen die slechts in lage 
aantallen in de cultuur voorkomen toevallig kunnen ontbre-
ken. Gemella hemolysans werd in eerste instantie niet als 
zodanig herkend. Toen dit organisme werd geïdentificeerd in 
de groep isolaten die was verkregen op basis van hun kolo-
niemorfologie (tabel 6.2), waren de ad random isolaten (ta-
bel 6.1) niet meer beschikbaar voor nadere identificatie. 
Hierdoor ontbreekt Gemella hemolysans in tabel 6.1, vermoe-
delijk bevinden zich in deze tabel wel enige Gemella hemoly-
sans-stammen onder de als overige opgenomen isolaten. Een 
aantal organismen zoals Streptococcus sanguis I, Moraxella 
en Actinomyces viscosus treft men na de eerste stappen niet 
meer aan, doordat deze bacteriën blijkbaar niet overleven 
onder de condities van een ophopingscultuur. Streptococcus 
sanguis II wordt dominant, terwijl Streptococcus sanguis I 
verdwijnt. De resultaten uit de tabellen 6.1 en 6.2 werpen 
een nieuw licht op de waarnemingen van Padford en Theilade 
12 
Radford heeft onderzoek gedaan bij apen die gevoed wer-
den door middel van een maagsonde; hij vond dat bij deze 
dieren S. sanguis II het dominante micro-organisme in jonge 
tandplaque was. Theilade vond in een studie naar de ontwik-
keling van de tandplaque bij de mens, dat S. sanguis II de 
dominante eerste kolonisator was op gepolijste tandopper-
vlakken. De gecombineerde resultaten van de ophopingscul-
tuur en deze in vivo experimenten suggereren dat S. sanguis 
II zo'η belangrijke rol speelt als vroege kolonisator, door­
dat dit organisme zo snel (in ieder geval sneller dan 
S. sanguis I) op speeksel kan groeien. 
Tabel 6.3 toont het gehalte van de verschillende glycopro-
teïne-suikers in het supernatant van de ophopingsculturen. 
Uit deze tabel kan geconstateerd worden dat supragingivale 
plaquemicro-organismen in staat zijn om de koolhydraatzij-
ketens uit de glycoproteïnen af te breken en als substraat 
te gebruiken. Leach toonde al eerder aan, dat het koolhy-
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draatgedeelte van glycoproteïnen in het orale milieu niet 
erg stabiel is. Het wordt snel vrijgemaakt en gemetaboli-
seerd. 
Door Lowry e.a. werd al in 19 51 aangetoond dat de totale 
eiwitconcentratie in het speeksel met ongeveer 50 % was 
afgenomen na de groei van orale micro-organismen. Ook uit 
de in ons laboratorium uitgevoerde experimenten blijkt dat 
micro-organismen uit mengcultures in speeksel in staat zijn 
speekseleiwitten af te breken, zoals blijkt uit afbeelding 
6.2. 
Samenvattend kan uit de resultaten geconcludeerd worden dat 
een ophopingscultuur van tandplaquemicro-organismen in 
staat is zowel de koolhydraten uit de speekselglycopro-
teïnen als de speekseleiwitten vrijwel volledig af te bre-
ken en als substraat voor de groei te gebruiken. Over de 
rol die de diverse soorten micro-organismen uit deze opho-
pingscultuur spelen in de tandplaque, kan op dit moment nog 
niet worden gezegd. Op basis van hun metabolisme en enzym-
activiteiten (ongepubliceerde resultaten) mag echter worden 
verondersteld dat S. sanguis II een voorname rol speelt bij 
de afbraak van speekselglycoproteïnen, terwijl Peptostrep-
tococcus micros en Fusobacterium nucleatum waarschijnlijk 
betrokken zijn bij de afbraak van speekseleiwitten. 
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De microbiële ecologie tracht een antwoord te geven op de 
vraag welke factoren de aantallen en verhoudingen van ver-
schillende soorten micro-organismen in een ecosysteem bepa-
len. In dit kader behandelt dit proefschrift de betekenis 
van het speeksel als substraat voor de microbiële groei in 
tandplaque. 
Hoofdstuk 1 beschrijft in het kort de verschillende facto-
ren of ecologische determinanten die, naar men veronder-
stelt, het ecosysteem tandplaque beïnvloeden. Het aebruik 
van en de competitie om voedsel (substraten), nodig voor de 
groei van micro-organismen zijn in de meeste ecosystemen 
belangrijke factoren. Op grond van verschillende waarne-
mingen wordt de hypothese geformuleerd dat het speeksel één 
van de belangrijkste substraatbronnen voor de tandplaque 
is. Na een kort overzicht van het tot nu toe verrichte on-
derzoek naar de betekenis van speeksel als substraat, wordt 
dere hypothese - die het uitgangspunt vormt voor het in dit 
proefschrift beschreven onderzoek - verder uitgewerkt. Er 
wordt gesteld dat het speeksel moet worden beschouwd als 
een volledig groeimedium voor de micro-organismen in de 
supragingivale plaque. 
Hoofdstuk 2 bevat een literatuuroverzicht van de samen-
stelling van het speeksel. Verder worden een aantal eigen-
schappen van het speeksel beschreven. Speciale aandacht 
wordt geschonken aan de speekselglvcoproteïnen en in het 
bijzonder aan de mucines en de prolinenjke glycoprotelnen 
uit de gianduia parotis, omdat de structuur en samenstel-
ling daarvan in grote lijnen is opgehelderd. Met betrekking 
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tot de microflora in de mond vormen deze glycoprotelnen 
waarschijnlijk de enige belangrijke koolhydraatbron in het 
speeksel. Ook zijn er aanwijzingen dat de beschikbare hoe-
veelheid koolhydraten in de glycoprotelnen de groeibeper-
kende factor is voor de supragingivale tandplague. Het 
hoofdstuk besluit met een overzicht van de uit de litera-
tuur bekende gegevens over de afbraak van speekselglycopro-
teïnen en eiwitten door micro-organismen. Tevens wordt inge-
gaan op verschillende enzymatische activiteiten die hierbij 
een rol spelen. 
Bij de in dit proefschrift beschreven experimenten werd ge-
bruik gemaakt van "totaal" speeksel (in dit proefschrift, 
kortweg "speeksel" genoemd). Dit speeksel werd steeds ver-
kregen door een lichte stimulatie van de speekselproductie 
door kauwen op paraffinewas. Het speeksel, dat afkomstig 
was van verschillende proefpersonen, werd samengevoegd, ge-
mengd en na centrifugatie gesteriliseerd met behulp van een 
membraanfilter. Het voordeel van deze sterilisatiemethode 
boven hittebehandeling, is dat denaturatie en inactivatie 
van speekseleiwitten en glycoprotelnen wordt voorkomen. De 
in hoofdstuk 3 beschreven experimenten laten zien dat ver-
schillende Streptococcus-soorten en Actinomyces viscosus 
goed konden groeien in speeksel, mits hieraan wat extra glu-
cose werd toegevoegd. De optische dichtheid van de culturen 
nam lineair toe met de aan het speeksel toegevoegde hoeveel-
heid glucose. In speekselculturen zonder glucose werd 
slechts een geringe toename van de optische dichtheid waar-
genomen. Dit betekent, dat de in de speekselculturen gepro-
duceerde hoeveelheid biomassa wordt beperkt door de beschik-
bare hoeveelheid koolhydraat. Naar aanleiding van deze re-
sultaten worden de potentiële koolhydraatbronnen in speeksel 
besproken in relatie tot hun rol bij de groei van de orale 
microflora. 
De verdubbelingstijd van de micro-organismen in het met 4-5 
iranol/l glucose verrijkte speeksel, varieerde tussen 1,6 en 
4,0 uur. Deze verdubbelingstijden komen goed overeen met de 
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waarden, die zijn gevonden bij de groei van S. mutans en 
A. viscosus op de gebitselementen van gnotobiotische rat-
1 ten. 
In hoofdstuk 4 wordt een onderzoek beschreven naar de sa-
menstelling en bereidingswijze van een speeksel-agarplaat 
waarop een optimale en reproduceerbare groei van micro-or-
ganismen uit de supragingivale tandplaque kan worden verkre-
gen. Aan het speeksel werd, voor de sterilisatie, dithio-
threitol (DTT) toegevoegd. Het DTT verbreekt de inter- en 
intramoleculaire disulfidebruggen in de glycoproteïnen, 
waardoor het speeksel minder visceus en daardoor makkelijker 
filtreerbaar wordt. DTT heeft daarnaast een direct effect op 
de groei van micro-organismen op speeksel-agar. Behalve DTT 
werd ook het effect van katalase en glucose op de groei 
onderzocht. Uiteindelijk werd gekozen voor een speeksel-
agarplaat met de volgende samenstelling: speeksel, 1:1 ver-
dund met steriel gedemineraliseerd H.O het daaraan toege-
voegd; dithiothreitol 2,5 iranol/l, D(+)-glucose 5 mmol/l, ka-
talase 100 U/ml en Bacto-agar. Op deze speekselplaten was 
de groei-opbrengst van supragingivale plaque ongeveer 50 % 
van die op bloedagar. 
Hoofdstuk 5 beschrijft vervolgens de analyse van de micro-
biologische samenstelling van een supragingivaal tandplaque-
monster op speeksel-agar. Een gepoold monster werd uitgepla-
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teerd, waarna van de platen met de 10 verdunning alle ko-
lonies werden geïsoleerd en geïdentificeerd. Het bleek dat 
de van speeksel-agar geïsoleerde microflora sterk overeen-
kwam met die op de bloedagar. Alle dominante soorten, zoals 
de Streptococcen en de Actinomyceten, groeiden in wat lagere 
aantallen op speeksel- dan op bloedagar. Alleen A. odonto-
lyticus kwam in veel grotere aantallen op de speeksel-agar 
voor. De oorzaak ligt waarschijnlijk in de lage redox poten-
tiaal van de speeksel-agar, waardoor de groei van A. odonto-
lyticus wordt bevorderd. Een aantal soorten, die slechts in 
lage aantallen in het monster voorkwamen bleken ook op 
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speeksel-agar te groeien. Uit deze resultaten mag de con-
clusie worden getrokken dat de meeste bacteriën uit supra-
gingivale tandplaque kunnen groeien op speeksel. 
Er is nog maar weinig onderzoek gedaan naar de afbraak van 
speekseleiwitten en -glycoprotelnen in de tandplaque. Met 
name is er weinig bekend welke bacteriesoorten hierin ge-
specialiseerd zijn en via welke mechanismen de afbraak ver-
loopt. Daarom werd besloten om met behulp van een zogenaam-
de ophopingscultuur, bacteriën uit supragingivale plaque te 
selecteren, die in staat zijn om snel op speeksel te groei-
en. Dit experiment staat beschreven in hoofdstuk 6. Supra-
gingivale plaque werd geënt in een buis met steriel speek-
sel. Na groei werd een klein deel van de cultuur (5 %) over-
geënt op een volgende buis met speeksel. De ophoping werd 
voortgezet door de cultuur telkens op vers speeksel door te 
enten. De generatietijd in de ophopingscultuur bedroeg ± 5 
uur. Na 5 opeenvolgende overentingen bleek de dominante 
microflora te bestaan uit de volgende soorten: Strepto-
coccus sanguis II (45 %) , Peptostreptococcus micros (27 %) 
en Pusobacterium nucleatum (10 %) . In de ophopingscultuur 
werd tevens de afbraak van de speekselglycoproteïnen en -ei-
witten bestudeerd. Het blijkt dat tijdens de groei in de op-
hopingsculturen, nagenoeg alle siaalzuur (99 % ) , 93 % van de 
pentoses, 80 % van de hexosamines en 93 % van de neutrale 
hexoses uit de glycoprotelnen werden verbruikt. Gelelectro-
forese liet zien dat de speekseleiwitten volledig waren af-
gebroken. Uit bovengenoemde resultaten kan worden geconclu-
deerd dat de tandplaque bacteriën bevat die in combinatie 
kunnen groeien op speeksel en daarbij de eiwitten en glyco-
protelnen nagenoeg volledig afbreken. Kenmerkend daarbij is, 
dat de ophopingscultuur bacteriesoorten bevatte, zoals 
S. sanguis II - die voor hun groei vooral op koolhydraten 
zijn aangewezen - naast Peptostreptococcus en Fusobacterium, 
die afhankelijk zijn van aminozuren. 
Gezamenlijk laten de in dit proefschrift beschreven experi-
menten zien, dat de supragingivale plaquemicro-organismen 
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op speeksel kunnen groeien. Hierbij worden de in het speek-
sel aanwezige glycoproteïnen en -eiwitten afgebroken om de 
micro-organismen van de voor hun groei noodzakelijke sub-
straten te voorzien. In combinatie met eerdere gegevens ' 
over de groei van tandplaque in vastende proefdieren en de 
afbraak van speekseleiwitten en -glycoproteïnen in tand-
plaque en speekselsediment leiden deze gegevens tot de con-
clusie, dat supragingivale tandplaque ook onder natuurlijke 
omstandigheden op speeksel groeit. Uit de microbiële ecolo-
gie is bekend dat competitie om voor de groei benodigde sub-
straten, in vele gevallen ëén van de belangrijkste factoren 
is die de aantallen en verhoudingen van de verschillende 
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soorten micro-organismen in een ecosysteem bepalen. 
Als deze generalisatie ook voor de mond opgaat, zou dit be-
tekenen dat de samenstelling van de tandplaque in belang-
rijke mate wordt bepaald door de wijze waarop tandplaque-
micro-organismen het speeksel benutten voor hun groei. Ver-
der onderzoek naar de enzymatische afbraak van de speeksel-
(glyco)proteïnen door de orale microflora zal inzicht kun-
nen geven in de betekenis van deze factor voor het eco-
systeem tandplaque. 
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Microbial ecology tries to answer the question of how the 
numbers and proportions of the microbial species in an 
ecosystem can be understood. 
Chapter 1 introduces various factors or ecological determi-
nants, which are supposed to influence the dental plaque 
ecosystem. In most microbial ecosystems the use of and the 
competition for substrates are important ecological fac-
tors. The role of substrates for the ecology of the dental 
plaque ecosystem is, however, scarcely investigated. Never-
theless, data from various sources support the hypothesis 
that saliva acts as an important source of substrates for 
supragingival dental plaque. In order to prove this hypo-
thesis the in vitro growth of supragingval dental plaque on 
human whole saliva was studied in this thesis. 
Chapter 2 reviews the composition and some properties of 
saliva. Special attention is given to salivary glycopro-
teins. The structure and composition of the mucins and the 
parotid proline-nch glycoproteins is described in some 
detail as these data has become available recently. The 
glycoproteins are the only important carbohydrate-sources 
for the oral microflora in saliva. Therefore, they deserve 
special attention, the more so since the growth of supra-
gingival dental plaque on saliva is probably limited by the 
available amount of carbohydrates. This chapter concludes 
with a review of the literature about the degradation of 
salivary glycoproteins and proteins in dental plaque. Some 
bacterial enzymes presumed to be involved in these degra-
dations are discussed. 
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In all experimental work described in this thesis, sterile 
human whole saliva (further called saliva) was used. 
Lightly stimulated whole saliva was obtained by chewing on 
paraffin wax. The saliva of several donors was pooled, 
clarified by centrifugation and finally filter sterilized. 
The advantage of filter sterilization above sterilization 
by heat treatment is that no denaturation or inactivation 
of salivary proteins and glycoproteins occurs. The results 
in chapter 3 show that different oral Streptococcus species 
and Actinomyces viscosus grew well in human whole saliva 
supplemented with glucose. 
The absorbance of the cultures increased linearly with the 
glucose concentration. Only scant growth was observed in 
saliva cultures without added glucose. These results show 
that the cell yield in saliva is limited by the amount of 
carbohydrate available for growth. In relation to these 
findings the availability of different carbohydrate sources 
for the growth of the oral microflora was discussed. 
The doubling times of growth on glucose-supplemented saliva 
(4-5 mmol/1) ranged from 1.6 to 4.0 h. These doubling times 
are similar to those measured in gnotobiotic rats with only 
one type of microorganism colonizing the dentition. 
In chapter 4 the composition and preparation of a saliva-
agar plate, supporting reproducible growth and recovery of 
supragingival plaque microorganisms was described. To pre-
vent clogging of the filters, it was found necessary to add 
dithiothreitol (DTT) to saliva before filter sterilization. 
DTT decreases the viscosity of saliva by reducing S-S 
bridges between salivary glycoproteins. However, DTT also 
affected the growth of plaque bacteria. Therefore, the 
effect of DTT, and in addition the effects of catalase and 
glucose on the recovery of plaque microorganisms on saliva-
agar plates was studied. This resulted in a standard saliva-
agar plate with the following composition: pooled human 
whole saliva, diluted 1:1 with sterile demineralized water, 
dithiothreitol 2.5 mmol/1, D(+) glucose 5 mmol/1, catalase 
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100 U/ml and Bacto-agar 18 g/l. The mean recovery of supra-
gingival plaque samples plated on this type of saliva-agar 
was about 50 per cent of the recovery on bloodagar. 
In order to establish whether the microflora growing on 
saliva-agar was representative of the microflora actually 
present in a sample. Chapter 5 describes an experiment in 
which one pooled plaque sample was plated on both saliva 
-4 
and bloodagar. All colonies growing on the 10 dilution of 
both type of plates were isolated and identified. The 
microflora growing on saliva-agar strongly resembled that 
on bloodagar. The predominant species in this microflora 
i.e. Streptococci and Actinomycetes were with the notable 
exception of A. odontolyticus, isolated in somewhat lower 
numbers from saliva-agar than from bloodagar. Various 
microorganisms normally found only in low proportions in 
dental plaque were found to grow also on saliva-agar. These 
results lead to the conclusion that most microorganisms 
from supragingival plaque can grow on saliva as a sole 
source of nutrients. 
Little information is available on the microorganisms which 
are involved in the degradation of salivary proteins and 
glycoproteins in dental plaque. Therefore, we decided to 
select from supragingival dental plaque a microflora with 
the ability to grow rapidly on saliva. This microflora was 
obtained by means of a batch-wise enrichment culture on 
saliva. The first tube of a series of cultures was inoc-
ulated with a sample of supragingival plaque. After growth, 
a small inoculum was transferred to a next tube with fresh 
saliva. 
After 5 successive transfers S. sanguis biotype II (45 % ) , 
Peptostreptococcus micros (27 %) and Fusobacterium 
nucleatum (10 %) were consistently found as the dominant 
members of the selected microflora. The degradation of 
salivary proteins and glycoproteins was also recorded: 99 % 
of the sialic acid, 93 % of the pentoses, 80 % of the 
hexosamines and 93 % of the neutral hexoses from the 
salivary glycoproteins were consumed during growth in the 
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enrichment cultures. Moreover, gel electrophoresis showed 
that all salivary proteins were hydrolysed. From these re-
sults we concluded that dental plaque contains microorgan-
isms which, as a consortium, can grow rapidly on saliva by 
degrading the salivary glycoproteins and proteins. It can 
be assumed that the same microorganisms are also involved 
in the degradation of salivary proteins and glycoproteins 
in dental plaque. 
Jointly, the experiments described in this thesis show that 
supragingival plaque microorganisms can grow on saliva by 
using the salivary proteins and glycoproteins as a sole 
source of nutrients. In combination with other obser-
vations, such as the high rate of growth of dental plaque 
microorganisms in starved rats and the rapid degradation 
of salivary proteins and glycoproteins in dental plaque and 
salivary sediment, our results lead to the conclusion that 
under natural conditions supragingival plaque grows on 
saliva. It is well-known from general microbial ecology 
that competition for substrates is one of the most 
important interactions determining the proportions and num-
2 bers of different microbial species in an ecosystem. 
Applying this principle to the mouth would mean that the 
proportions of the microbial species in dental plaque are 
at least partially determined by competition for growth-
limiting substrates in saliva. Further research of the 
utilization of salivary, proteins and glycoproteins by oral 
microorganisms is needed to elucidate the precise role of 
the competition for these substrates in the ecology of 
dental plaque. 
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De auteur van dit proefschrift werd geboren op 15 maart 
1949 te Eindhoven. Het diploma HBS-B behaalde hij aan het 
St. Dominicus College te Nijmegen. Na vervulling van de 
militaire dienstplicht begon hij in september 1970 met de 
studie tandheelkunde aan de Katholieke Universiteit. Op 24 
februari 1976 werd hij beëdigd tot tandarts. Sinds 1 maart 
1976 is hij werkzaam aan de subfaculteit tandheelkunde van 
de Katholieke Universiteit. Vanaf 1 januari 1977 is hij 
tevens part-time verbonden aan een tandartsengroepspraktijk 
in de Kastanjelaan te Nijmegen. Vanaf 1 januari 1982 tot 1 
november 1985 was hij part-time werkzaam bij de afdeling 
Orale Microbiologie alwaar hij het onderhavige promotie-
onderzoek verrichtte. Met ingang van 1 november 1985 is hij 
weer werkzaam bij de afdeling Volledige Prothese en Maxillo-
Faciale Prothetiek (hoofd: Prof. Dr. W. Kalk). 

Stellingen behorende bij hpt proefschrift: 
Speeksel als substraat voor de mnndflora 
I 
De in vßrgelijking met speeksel, hoge concentraties vrije 
aminozuren in plaque, ontstaan door bacteriële hydrolysp 
van speekselglycoproteïnen en -eiwitten. 
II 
De groei van supragingivale plaquemicro-organismen op speek-
sel, zoals bestudeerd in dit proefschrift, ondersteunt de 
hypothese dat de tandplaque tussen de maaltijden door een 
koolhydraatbeperkend milieu is. 
III 
De antibacteriële activiteit van het speeksel moet meer op-
gevat worden als een regulerend systeem dat de microflora 
aan banden legt en dient ter bescherming van de gastheer. 
L. Hänström, λ. Johansson, J. Carlsson, 
Medical Biology 61; 268-274, 1983 
IV 
De prothetist dient geconsulteerd te worden v66râat patiën-
ten met tumoren in het maxillo-faciale gebied, resecties 
ondergaan. 
H.A. de Koomen, proefschrift 1982. 
V 
Het verdient aanbeveling brede informatie aan de patiënt te 
verstrekken over de gevolgen van een gebiteprothese nog 
voordat deze tandeloos wordt en de eerste gebitsprothese is 
geplaatst. 
W. Kalk, proefschrift 1979. 
VI 
De herformulering van de "Regeling tandheelkundige hulp in 
bijzondere gevallen" waarin het probleem van de vergaande 
atrofie van de edentate processus alveolaris wordt onder-
kend, biedt enige hoop voor langdurig tandeloze patiënten. 
Nederlandsche Staatscourant, 13 februari 1985, nr. 145. 
VII 
Patiënten in ziekenhuizen en verpleegtehuizen dienen meer 
tandheelkundige aandacht te krijgen. 
VIII 
Het dictum: "Goed gereedschap is het halve werk", is een 
gezegde dat zeker niet altijd op gaat voor de tandheel-
kunde . 
IX 
Het verdient aanbeveling om fokadviescommissies voor honden-
rassen samen te stellen, die onafhankelijk funktioneren van 
het clubgebeuren van het desbetreffende hondenras. 
X 
Het doel van de op 31 januari 1981 afgekondigde regerings-
maatregel - waarbij aan alle ziekenfondsen op grond van ar-
tikel 47 lid 3 van de ziekenfondswet ontheffing werd ver-
leend van de contracteerplicht - was, om door regulering 
van het aanbod in de tandheelkundige zorgverlening te komen 
tot een kostenbeheersing. 
Het staat vast dat met deze maatregel onrecht wordt aange-
daan aan de aankomende tandartsen. 
XI 
Verlaging van de androgenen-spiegel bij patiënten met een 
gemetastaseerd prostaatcarcinoom dient bij voorkeur bewerk-
stelligd te worden door toediening van LH-RH analogen in 
depotvorm. 
2 mei 1986 J.H. van Os 


